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1 UVOD 
Bakterijo Mycoplasma pneumoniae so Eaton in sod. (1944) odkrili leta 1944 iz izmečka 
bolnika s pljučnico. Sprva so menili, da je povzročitelj virus, ki so ga poimenovali 
Eatonov agens (Eaton in sod., 1944). V nadaljnjih raziskavah so ugotovili, da je 
novoodkriti mikrob občutljiv na antibiotike, kar je vodilo do spoznanja, da je Eatonov 
agens bakterija. Leta 1961 so organizem preimenovali v PPLO – »pleuropneumonia like 
organism« (Marmion in Goodburn, 1961). Dve leti kasneje (1963) pa so z uspešnim 
gojenjem na umetnem hranilnem mediju, brez navzočnosti evkariontskih celic, bakterijo 
natančneje opredelili in preimenovali v Mycoplasma pneumoniae (Chanock, 1963). 
 
Mycoplasma pneumoniae je ena najmanjših bakterij, tako po velikosti celice (1-2 µm x 
0,1-0,2 µm) kot velikosti genoma (~0,8 x 106 baznih parov (bp), ki kodira 687 beljakovin) 
(Himmelreich in sod., 1996), ki je sposobna samostojnega razmnoževanja na umetnih 
gojiščih. Celico obdaja le trislojna, s steroli bogata membrana. Zaradi odsotnosti celične 
stene se ne barva po Gramu in je odporna proti betalaktamskim antibiotikom (Waites in 
Talkington, 2004). Bakterija se je evolucijsko prilagodila na človeka kot njenega edinega 
naravnega gostitelja (Foy, 1993). 
 
Pri človeku bakterija povzroča širok spekter obolenj. Je glavni povzročitelj atipične 
pljučnice, ki se kaže od asimptomatskega ali blagega obolenja (Beović in sod., 2003) do 
težje oblike pljučnice, ki zahteva bolnišnično oskrbo (Taylor-Robinson, 1996). Mikrob v 
do 25 % primerov povzroča tudi okužbe drugih organskih sistemov (Waites in sod., 
2017). Prizadene lahko centralno živčevje (Benčina in sod., 2000; Smith in Eviatar, 2000; 
Sočan in sod., 2001), oči, kardiovaskularni sistem (Waites in Talkington, 2004), 
gastrointestinalni sistem (Baseman in Tully, 1997), ledvice (Siomou in sod., 2003), 
kostno-mišični sistem s sklepi (Haier in sod., 1999) in kožo (Lam in sod., 2004; Ravin in 
sod., 2007). Točen mehanizem, s katerim mikoplazma povzroča obolenja drugih organov, 
še ni povsem jasen, vendar predvidevajo, da je pri tem bolj kot direktna kolonizacija 
omenjenih organov pomembna vloga avtoimunosti, ki se pojavi kot posledica odziva 
gostitelja na okužbo. Znano je, da nekatere površinske molekule M. pneumoniae delujejo 
kot superantigeni, ki lahko sprožijo nastanek navzkrižno reagirajočih protiteles kot so 
Anti-GM1 in antigalaktozidna protitelesa, ki so vpletena pri nastanku paralize Guillain-
Barre (Ang in sod., 2002; Yuki, 2007) ter hladni aglutinini, ki lahko sprožijo hemolitično 
anemijo (Wilson in sod., 2007). 
  
Okužbe z M. pneumoniae se sicer pojavljajo skozi vse leto, vendar so opisane tudi 
epidemije, ki naj bi se pojavljale vsakih 4 do 7 let. V času epidemije incidenca močno 
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naraste in običajno vztraja do dve leti (Lind in sod., 1997; Chalker in sod., 2011; Jacobs, 
2012). Predvideva se, da do epidemije pride zaradi spremembe aminokislinskega 
zaporedja v izpostavljenem delu poglavitnega adhezina P1, kar naj bi vodilo do 
zmanjšanja imunske odzivnosti populacije (Dumke in sod., 2003; Kenri in sod., 2008). 
 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Glede na širok spekter bolezni in ponavljajoče epidemije, ki jih povzroča M. pneumoniae 
ter nedavno odkrito večjo genetsko raznolikost te bakterije kot se je sprva predvidevalo, 
smo si postavili vprašanje, če obstajajo med genotipi bakterije M. pneumoniae razlike v 
patogenosti in vitro.  
 
1.2 CILJI IN HIPOTEZE 
 V nalogi smo želeli ugotoviti pojavnost okužb z M. pneumoniae pri slovenskih 
bolnikih z okužbo dihal v obdobju od januarja 2006 do decembra 2015.  
 
 Želeli smo spoznati kateri genotipi so bili v preučevanem obdobju navzoči in kako so 
se pojavljali. 
 
 Želeli smo ugotoviti ali obstajajo razlike med posameznimi genotipi M. pneumoniae 
pri hitrosti razmnoževanja, citotoksičnosti in vplivu na sproščanje provnetnih 
citokinov po okužbi pljučnih epitelnih celic A549 in vitro. 
 
Postavili smo si delovne hipoteze: 
 
a.) Predvidevamo, da je v Sloveniji v času med 2006 in 2015 prišlo do vsaj enega izbruha 
okužb dihal z M. pneumoniae. 
b.) Predvidevamo, da bomo dokazali genetsko raznolikost izolatov M. pneumoniae z 
analizo večjega števila lokusov s spremenljivim številom tandemskih ponovitev 
(angl. Multi-Locus Variable-number tandem repeat Analysis - MLVA). 
c.) Predvidevamo, da bomo dokazali razlike v sposobnosti razmnoževanja in 
citotoksičnosti med posameznimi genotipi M. pneumoniae. 
d.) Predvidevamo, da se bodo gostiteljske celice na okužbo s posameznimi genotipi 
M. pneumoniae različno odzvale v sintezi provnetnih citokinov. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 MIKOPLAZME 
Mikoplazme taksonomsko uvrščamo v razred Mollicutes, red Mycoplasmatales in 
družino Mycoplasmataceae (Waites in sod., 2003). Ime Mollicutes je skovanka iz 
latinskih besed »mollis« - mehka in »cutis« - koža, ki izvira iz lastnosti teh bakterij, da 
nimajo celične stene (Waites in Talkington, 2004). Na podlagi raziskav sorodnosti gena 
16S rRNA poleg mikoplazem v razred Mollicutes uvrščamo preko 200 vrst organizmov, 
razporejenih v 4 redove, 7 družin in 11 rodov (Krieg in sod., 2010), ki jih lahko najdemo 
v povezavi s številnimi gostitelji (ljudje, drugi sesalci, plazilci, ribe, členonožci in 
rastline) (Razin, 1992). Mikoplazmam najbližji sorodniki so po gramu pozitivni koki in 
laktobacili z nizko vsebnostjo G+C. Nastale so s postopnim izgubljanjem genov v procesu 
degenerativne evolucije. Razvile so se iz rodu Streptococcus, približno 605 milijonov let 
nazaj, pod vplivom za sedaj še neznanega selekcijskega pritiska (Razin, 1992). Za vse 
molikute je značilna majhna celica pleomorfne oblike v velikosti med 125 in 250 nm brez 
celične stene. Obdaja jih le trislojna s steroli bogata membrana zaradi česar so odporne 
na penicilin. Imajo majhen krožen genom v eni kopiji velikosti od 0,58 x 106 do 2,2 x 
106 bp z nizko G+C vsebnostjo med 23 in 40 mol% (Fraser in sod., 1995). Do sedaj so 
pri človeku dokazali 15 različnih vrst, od katerih so medicinsko najpomembnejše vrste 
Mycoplasma pneumoniae, Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis, Ureaplasma 
parvum in Ureaplasma urealyticum. 
 
2.2 BIOLOŠKE LASTNOSTI BAKTERIJE Mycoplasma pneumoniae 
Mycoplasma pneumoniae je ena izmed najmanjših bakterij, ki je sposobna samostojnega 
razmnoževanja v umetnih gojiščih, brez navzočnosti gostiteljske celice (Wilson in 
Collier, 1976). Bakterija se ne obarva po Gramu in je posledično pod svetlobnim 
mikroskopom nevidna. Prilagojena je na parazitski način življenja, pri čemer je človek 
njen edini znani gostitelj (Rottem, 2003). 
 
2.2.1 Morfologija 
Bakterija nima celične stene, ki bi ji nudila zaščito pred vplivi iz okolja. Kljub temu pa ji 
trislojna, s steroli bogata membrana in citoskeletna beljakovinska mreža nudi nekaj 
stabilnosti. Z elektronskim mikroskopom M. pneumoniae vidimo v obliki stekleničastih, 
1 do 2 µm dolgih in 0,1 do 0,2 µm širokih celicah (Slika 1) (Atkinson in sod., 2008).  
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Slika 1: Elektronska mikroskopska slika celic M. pneumoniae. S črnimi puščicami je označen pripenjalni 
organel (Atkinson in sod., 2008) 
 
To obliko bakterija zavzame tudi zaradi posebnega pripenjalnega organela, s katerim se        
M. pneumoniae pripne na gostiteljeve celice. Pripenjalni organel je dolg 300 - 350 nm 
(Balish, 2014) in sestavljen iz centralnega jedra gostih filamentoznih beljakovin ter 
koničaste strukture na kateri so adhezini P1. V pripenjalenm organelu so še beljakovine 
P30, HMW-1, HMW-2, HMW-3, A, B, C (Krause in sod., 1982; Krause, 1996), P65 in 
P116 (Slika 2) (Drasbek in sod., 2004; Hasselbring in sod., 2012). Beljakovine P1, P30, 
B in C so odgovorne za vezavo na receptorje gostiteljske celice, ostale pa za stabilizacijo 
organela in njegovo pritrditev na citoskelet bakterije. Sama izgradnja organela je 
kompleksna in zahteva natančno sosledje dozorevanja in povezovanja posameznih 
komponent. Vemo, da okvara katere koli od teh beljakovin pripelje do nefunkcionalnega 
pripenjalnega organela in zmanjšano ali onemogočeno vezavo M. pneumoniae na 
gostiteljsko celico (Waites in sod., 2017). 
 
 
Slika 2: Shematski prikaz celične morfologije M. pneumoniae (A.) in organizacijske strukture pripenjalnega 
organela z vsemi sodelujočimi beljakovinami (B.) (prirejeno po Parrott in sod., 2016; Chaudhry in sod., 
2016) 
 
citoplazemska  
membrana 
fibrile 
pripenjalne beljakovine 
terminalni gumb 
sidrišče 
A.) B.) 
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2.2.2 Razmnoževanje 
Bakterija se razmnožuje z delitvijo na dvoje z natančno časovno sinhronizacijo delitve 
pripenjalnega organela. Najprej se podvoji pripenjalni organel in prične z migracijo na 
nasprotna pola (Seto in sod., 2001). V tem času se podvoji bakterijski kromosom in ostali 
celični material. Ko sta pripenjalna organela na nasprotnih polih, se pripneta na podlago 
in »povlečeta« celico narazen, ki končno podvoji še membrano in nastaneta dve hčerinski 
celici (Slika 3) (Miyata in Ogaki, 2006). Generacijski čas v in vitro pogojih znaša 
približno 6 h, zaradi česar bakterija na umetnih gojiščih potrebuje več dni, da tvori 
kolonije. Te ne presegajo velikosti 100 µm in jih je zato potrebno opazovati s 
stereomikroskopom (Parrott in sod., 2016). 
 
 
Slika 3: Shematski prikaz razmnoževanja M. pneumoniae z migracijo podvojenega pripenjalnega organela 
in kasnejšo delitvijo na dvoje (Seto in sod., 2001)  
 
2.2.3 Genom 
Prva sekvenca celotnega genoma M. pneumoniae je bila na voljo leta 1996, ko so 
Himmelreich in sod. (1996) z metodo po Sangerju določili, da je genom tipskega seva 
M129 dolg 816394 bp z GC vsebnostjo 40 %. Od ponovnega mapiranja leta 2000 je 
znano, da kodira 730 genov (Himmelreich in sod., 1996; Dandekar in sod., 2000). 
Ugotavljanje sekvenčne homologije domnevnih genov z drugimi bakterijami nam je 
omogočilo, da za približno 70 % le teh poznamo tudi funkcijo (Slika 4) (Catrein in 
Herrmann, 2011). Tekom evolucije je M. pneumoniae izgubila vse sigma faktorje razen 
enega in zato so sprva domnevali, da ni sposobna kompleksne regulacije izražanja genov 
(Dandekar in sod., 2000), ki pa je vselej navzoča kadar je M. pneumoniae izpostavljena 
različnim okoliščinam (Weiner in sod., 2003; Hallamaa in sod., 2008; Kannan in sod., 
2010). Predvidevali so, da bi za to lahko bila odgovorna struktura posameznih 
promotorjev. Vendar so z bioinformacijskimi metodami ugotovili, da imajo vsi 
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promotorji M. pneumoniae ohranjeno le regijo 10 nukleotidov pred začetkom 
prepisovanja (-10), ne pa tudi regije 35 nukleotidov pred začetkom prepisovanja (-35) 
(Weiner in sod., 2000). Kasneje so ugotovili, da je v regulacijo vpletenih osem 
transkripcijskih faktorjev,  molekule majhne RNA (angl. small ribonucleic acid - small 
RNA) in 22 specifičnih sekvenčnih motivov pred posameznimi geni. Predvidevajo še, da 
pa poleg teh obstajajo še drugi do sedaj še nepoznani načini regulacije transkripcije genov 
(Guell in sod., 2009). Še ena značilnost v genomu M. pneumoniae, kot tudi drugih 
mikoplazem je v genetskem kodu, saj bakterija poleg običajnega kodona za triptofan 
(UGG) uporablja za to aminokislino še univerzalni stop kodon UGA (Inamine in sod., 
1990).  
 
 
Slika 4: Prikaz razporeditve in orientacije genov M. pneumoniae M129. Svetlo in temno rdeče barve 
označujejo beljakovine z različnimi znanimi funkcijami. Bele puščice označujejo odprt bralni okvir (angl. 
Open Reading Frame – ORF) z neznano funkcijo. Črni pravokotniki označujejo gene za različne kodirajoče 
RNA (Dandekar in sod., 2000) 
 
Z metodo sekvenciranja naslednje generacije (angl. Next Generation Sequencing - NGS) 
je v celoti sestavljenih in mapiranih 57 genomov različnih sevov M. pneumoniae, od 
katerih jih je bilo 55 narejenih po letu 2014 (Waites in sod., 2017). Iz primerjav dostopnih 
genomov je razvidno, da obstaja med njimi precejšnja variacija, tako v dolžini genoma 
kot tudi številu predvidenih genov (GENOME, 2018), kar pa ni nepričakovano, saj so 
raziskovalci podobno našli tudi pri drugih bližnjih sorodnicah M. pneumoniae; 
M. fermentans in M. hominis  (Robertson in sod., 1990; Ladefoged in Christiansen, 1992; 
Huang in sod., 1995). Znotraj genoma obstajajo popolnoma ohranjene regije, saj je 182 
genov enakih pri vseh 58 sevih. Vsak genom M. pneumoniae vsebuje med seboj 
popolnoma enakih 41 genov znotraj operona rRNA, 36 genov za tRNA in 4 funkcionalne 
gene za RNazoP, 10S RNA, 4,5S RNA in MP200 RNA (Catrein in Herrmann, 2011; 
Kenri in sod., 2012). Ostali deli genoma so si enaki v >99 %. Izjema sta gen MPN141 za 
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beljakovino P1 in gena v ORF 6 operona P1, ki kodirata adhezinski beljakovini B in C. 
Na tem delu so si sevi med seboj enaki le v 95 % (Slika 5) (Xiao in sod., 2015).  
 
 
Slika 5: Prikaz podobnosti genomov 13 kliničnih izolatov M. pneumoniae s standardnima sevoma M129 in 
FH. Svetlo sivi deli prikazujejo področje genoma, kjer je ujemanje v 95 %, ostali deli pa so si med seboj 
enaki v 99 %. S črno je označena vsebnost GC. Mesta z visoko vsebnostjo so vidna, kjer je črni stolpec 
obrnjen proti zunanjosti slike. Številke predstavljajo nukleotidno mesto glede na referenčni genom M129 
(prirejeno po Xiao in sod., 2015) 
 
Znotraj gena MPN141 se nahaja po ena kopija repetitivnega elementa RepMP2/3 in 
RepMP4. Na področju teh elementov so razlike v nukleotidnem zaporedju, ki seve 
M. pneumoniae razdelijo v dve poglavitni genetski skupini; P1 tip 1 in P1 tip 2 (Su in 
sod., 1990a). Kasneje so ugotovili, da se na različnih transkripcijsko neaktivnih lokusih 
na drugih mestih genoma M. pneumoniae nahaja še 7 dodatnih kopij RepMP4 in 9 kopij 
RepMP2/3 (Slika 6) (Ruland in sod., 1990; Himmelreich in sod., 1996). Med temi 
elementi prihaja do homolognih rekombinacij DNA, a frekvenca in točni mehanizem, ki 
to omogoča, ostajata zaenkrat še neznana (Spuesens in sod., 2009; Musatovova in sod., 
2012). Spuesens in sod. (2009) so odkrili, da kljub velikemu številu kopij RepMP2/3 in 
RepMP4 znotraj genoma pripadajo vse te kopije bodisi P1 tipu 1 ali P1 tipu 2, kar 
posledično kaže na zgodnjo (Spuesens in sod., 2009) in stabilno (Dumke in sod., 2003; 
Lluch-Senar in sod., 2015; Xiao in sod., 2015) filogenetsko različnost med obema tipoma 
M. pneumoniae. Zato kljub opisanim rekombinacijam P1 tip 1 nikoli ne preide v tip 2 ali 
obratno (Waites in sod., 2017). 
 
podobnost med sevi   
(BLAST) 
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K variabilnosti genoma M. pneumoniae prispevajo še tandemske ponovitve (angl. tandem 
repeat –TR), ki se pri različnih sevih pojavljajo v različnem številu kopij. Skupaj 
predstavljajo do 8 % celotnega genoma (Himmelreich in sod., 1996). Nekatere od teh 
izkoriščamo za tipizacijo bakterije s postopkom MLVA. 
 
 
Slika 6: Genom standardnega seva M. pneumoniae M129 (P1 tip 1) in pozicije osmih kopij RepMP4 in 
desetih kopij RepMP2/3 ter prikaz mesta transkripcijsko aktivnega gena MPN141 (P1) s trenutno izraženim 
parom RepMP4 (c – črne barve) in RepMP2/3 (d – sive barve) (prirejeno po Himmelreich in sod., 1996; 
Spuesens in sod., 2009) 
 
2.2.4 Metabolizem 
Zaradi majhnega števila genov ima M. pneumoniae zelo omejeno sposobnost 
sintetiziranja beljakovin, ogljikovih hidratov in lipidov. Prisiljena je v privzemanje 
prekurzorjev za sintezo nukleinske kisline (NK) iz okolja, saj sama ni sposobna de novo 
sinteze purinov ali pirimidinov (Atkinson in sod., 2008). Energijo v obliki adenozin tri 
fosfata (ATP) pridobiva po glikolitični poti s fermentacijo glukoze do mlečne kisline in 
ocetne kisline (Himmelreich in sod., 1996). Alternativno lahko, kot substrat za 
pridobivanje ATP, uporabi tudi glicerol in še nekatere druge male ogljikove hidrate. 
Zanimivo je, da nastali produkti ne vstopajo v Krebsov cikel ali elektronsko transportno 
dihalno verigo, ker zanju nima ustreznih genov (Pollack in sod., 2002). 
 
 
genom                                            
M. pneumoniae M129 
gen za beljakovino P1 (MPN141) 
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2.3 PATOGENEZA BAKTERIJE Mycoplasma pneumoniae 
Bakterija M. pneumoniae je obvezni parazit, zato je prepoznavanje virulentnih dejavnikov 
oteženo. Možnost gojenja na umetnih gojiščih ter priprava mutiranih sevov z zmanjšano 
možnostjo povzročanja bolezni ali slabšo interakcijo z gostiteljsko celico je le eden od 
pristopov, ki so v uporabi za pridobivanje tovrstnega znanja (Waites in sod., 2017). 
Pomemben del k razumevanju patogeneze omogočajo in vivo raziskave na živalskih 
modelih, ki vključujejo šimpanze, hrčke, morske prašičke in miši. Kot posebej dober 
model so se izkazale transgene miši, s katerimi lahko raziskovalci vsaj deloma proučujejo 
tudi gostiteljev odziv na okužbo (Simecka, 2013). Vsak pristop ima določne omejitve. Z 
uporabo celičnih kultur je možnost proučevanja interakcij omejena na samo en tip celic. 
Pri živalih pa so dokazali da na potek infekcije z M. pneumoniae vpliva starost, spol, 
genetska zasnova živali ter okolijski stresi (Yancey in sod., 2001; Chu in sod., 2006). 
Prav tako so ugotovili, da je klinična slika pri živalih običajno drugačna kot pri ljudeh 
(Waites in sod., 2017). 
 
Pri nastanku bolezni pride do kompleksnih interakcij med virulentnimi dejavniki 
M. pneumoniae, od katerih so najpomembnejši citadherenca, citotoksičnost preko 
direktnega poškodovanja celic, toksin doma pridobljenega sindroma dihalne stiske (angl. 
Community Acquired Respiratory Distress Syndrome toxin - CARDS) in na drugi strani 
gostiteljevega imunskega odziva (Slika 7) (Chaudhry in sod., 2016). 
 
Slika 7: Shematski prikaz dejavnikov, ki vplivajo na patogenezo M. pneumoniae (prirejeno po He in sod., 
2016) 
 
poškodba zaradi 
vezave na celico 
poškodba celične 
membrane 
privzemanje hranil 
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delovanja toksina 
humoralni imunski odziv 
celično posredovani 
imunski odziv 
poškodbe zaradi vnetja 
poškodba zaradi odziva 
na antigene 
ŠKODLJIVI UČINKI 
PATOGENA GOSTITELJ 
PATOGENEZA 
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2.3.1 Citadherenca in drsenje po podlagi 
Prvi korak pri okužbi z M. pneumoniae je njeno pripenjanje na receptorje epitelija dihal, 
ki sicer preko sistema mukociliarne dvigalke in lokalnih toksičnih učinkov na 
mikroorganizme omogoča odstranjevanje le teh iz dihal (Waites in Talkington, 2004). 
Mycoplasma pneumoniae se po vstopu v dihala s pripenjalnim organelom veže na celične 
sialoglikoprotinske in sialoglikolipidne receptorje (Chaudhry in sod., 2016; He in sod., 
2016). Ta korak je ključen za bakterijo, da uspešno kolonizira gostitelja in kasneje 
povzroči nastanek kliničnih znakov (Krause in sod., 1982). Poleg pripenjanja na epitelne 
celice dihal se M. pneumoniae lahko preko istega mehanizma pripne tudi na eritrocite, 
celice HeLa, fibroblaste in makrofage ter celo steklo in plastiko (Prince in sod., 2014). 
Bakterija ima še druge, od pripenjalnega organela neodvisne beljakovine, ki lahko poleg 
svoje osnovne funkcije vršijo še vezavo na različne substrate. Beljakovinski faktor Tu in 
piruvat dehidrogenazna podenota E1β se vežeta na fibronektin (Dallo in sod., 2002; 
Balasubramanian in sod., 2008). Številne piruvat dehidrogenazne podenote in glikolitični 
encimi se vežejo na plazminogen (Thomas in sod., 2013; Grundel in sod., 2015a; Grundel 
in sod., 2015b). Raziskovalci so našli še gliceralaldehid-3-fosfat dehidrogenazo, ki veže 
fibrinogen (Dumke in sod., 2011). Predvidevamo, da je vloga vsake od teh beljakovin v 
pripenjanju na zunajcelični matriks majhna, a skupaj s pripenjalnim organelom 
omogočijo tesno in bližnjo vezavo na gostiteljevo celico (Waites in sod., 2017).  
 
Pripenjanje na gostiteljsko celico je potrebno za kasnejše privzemanje hranil iz le te, 
izmikanje imunskemu sistemu in omogočanju drsenja po podlagi (ang. Gliding motility). 
Sposobnost bakterije, da ima vse te lastnosti funkcionalne je ključnega pomena za njeno 
razmnoževanje (Bredt, 1968) in širjenje okužbe (Prince in sod., 2014). Na pomembno 
vlogo drsenja po podlagi za premik skozi plast sluzi vse do površine celice (Prince in 
sod., 2014) nakazuje dokaz, da negibljive M. pneumoniae niso sposobne povzročiti 
bolezni in vivo (Szczepanek in sod., 2012). Mycoplasma pneumoniae lahko drsi po 
podlagi s hitrostjo do 1µm na sekundo vedno v smeri kjer je pripenjalni organel (Miyata 
in Hamaguchi, 2016). Vemo, da je za premikanje odgovoren pripenjalni organel, saj 
protitelesa prot določenemu delu adhezina P1 preprečijo premikanje ne pa pripenjanje 
(Seto in sod., 2005). Poleg tega so z raziskavami bakterije M. genitalium ugotovili, da 
pripenjalni organel v primeru, če se loči od celice, oddrsi stran. To nakazuje, da sam 
organel omogoča vse potrebne funkcije za premikanje (Garcia-Morales in sod., 2016). 
Raziskave Seto in sod. (2005) kažejo, da drsenje po podlagi omogoča fizično premikanje 
beljakovine P1. Del beljakovin P1 naj bi bilo pripetih na podlago, medtem ko drug del 
spreminja svojo obliko. To povzroči nastanek vlečne sile, ki bakterijo premakne (Seto in 
sod., 2005). 
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Nekatere in vitro raziskave kažejo še na možnost vstopanja M. pneumoniae v ne fagocitne 
celice, saj so pokazali dolgotrajno znotrajcelično lokalizacijo in razmnoževanje v 
človeških pljučnih epitelnih celicah A549 (Yavlovich in sod., 2004) in hepatocitih       
Hep-G2 (Meseguer in sod., 2003). 
 
2.3.2 Citotoksičnost preko direktne poškodbe celice 
Vezava M. pneumoniae na gostiteljevo celico bakteriji omogoča vzpodbuditi lokalne 
citotoksične učinke preko izločanja vodikovega peroksida (H2O2), eksotoksina CARDS 
in drugih substanc, kot so lipidi, lipopolisaharidi in membranske lipobeljakovine 
(McDermott in sod., 2013). 
 
Glavni mehanizem poškodbe gostiteljske celice je preko oksidativnega stresa, ki je 
posledica izločanja H2O2 in drugih prostih superoksidnih radikalov s strani mikoplazme, 
kot tudi gostiteljevega imunskega sistema, ki se skuša pred okužbo braniti (Chaudhry in 
sod., 2016). Superoksidni radikali znižajo delovanje katalaze gostiteljske celice (Almagor 
in sod., 1984) kar povzroči kopičenje H2O2. To povzroči nabrekanje, nekrozo, 
upočasnjeno premikanje mikrovilov, deformacijo strukture in končno celično smrt 
(Slika 8) (Elkhal in sod., 2015).  
 
 
Slika 8: Prikaz tesne interakcije med M. pneumoniae in gostiteljsko celico ter mehanizem izločanja H2O2, 
ki preko reaktivnih kisikovih zvrsti (angl. Reactive Oxygen Species - ROS) privede do smrti gostiteljske 
celice. GtsABC in GlpF: transmembranski transporterji glicerola, GlpK: glicerol kinaza, G3P: glicerol-3-
fosfat, GlpO: glicerol-3-fosfat oksidaza, DHAP: dihidroksi aceton fosfat (prirejeno po He in sod., 2016) 
H2O2 / ROS 
celična 
smrt 
O2 
DHAP 
glikoliza 
M. pneumoniae 
EVKARJONTSKA CELICA 
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GlpO 
GtsABC 
GlpF 
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2.3.3 Toksin CARDS 
Za M. pneumoniae je zelo dolgo veljalo, da ne izloča toksinov. Leta 2005 so odkrili toksin 
CARDS, ki je delno podoben podenoti toksina S1 bakterije Bordetella pertussis in je 
sposoben ADP riboziltransferazne aktivnosti ter igra pomembno vlogo v patogenezi 
M. pneumoniae (Kannan in sod., 2005). S kristalografskimi raziskavami so pokazali, da 
je precej edinstvena beljakovina, ki jo dokažemo le še pri nekaterih mikoplazmah (Becker 
in sod., 2015). Na molekularnem nivoju toksin po vstopu v celico deluje preko Rab9 
mehanizma s čimer povzroči vakuolizacijo (Johnson in sod., 2011). Biološki učinek tega 
toksina so dokazali na živalskih modelih, in sicer miših ter primatih, kjer so raziskovalci 
po intranazalni inokulaciji toksina v pljučih živali opazili povečano tvorbo sluzi, 
peribronhialno in perivaskularno vnetje ter kašelj (Hardy in sod., 2009; Kannan in sod., 
2011). Na navzočnost toksina se močno odzove tudi gostiteljev imunski sistem. 
Raziskovalci so v živalih opazili burno provnetno aktivacijo citokinov Th2 in kemokinov, 
kar spominja na klinično sliko, ki jo vidimo pri ljudeh (Hardy in sod., 2009). 
 
2.3.4 Imunski odziv gostitelja 
Pri otrocih z okvarjenim imunskim sistemom okužba z M. pneumoniae ne povzroči tako 
hudih kliničnih znakov bolezni kot pri imunsko kompetentnih vrstnikih, kar nakazuje na 
izredno velik pomen gostiteljevega imunskega odziva v patogenezi okužbe (He in sod., 
2016). Podobno so raziskovalci potrdili tudi z živalskim modelom, kjer so pokazali, da 
pri živalih s kirurško odstranjenim timusom okužba z M. pneumoniae ne privede do 
nastanka pljučnice (Lynch in sod., 2011). 
 
Interakcija celic dihalne poti s površinskimi lipobeljakovinami M. pneumoniae povzroči 
aktivacijo imunskega odziva preko receptorjev TLR-2 (Chu in sod., 2005), TLR-1,           
TLR-4 in TLR-6 (Shimizu in sod., 2014). Zaradi povišane sinteze faktorja NF-κβ sledi 
izločanje kemokinov, ki privabljajo limfocite in nevtrofilce v pljuča ter pospešujejo vnetje 
(Yang in sod., 2004; Saraya in sod., 2011). Molekularne in vitro raziskave na rakavih 
človeških pljučnih epitelnih celicah so pokazale povišane vrednosti IL-8, TNF-α v 
supernatantu ter povišano znotrajcelično izražanje mRNA za IL-1β. V nadaljevanju 
okužbe se aktivira tako humoralni kot tudi celično posredovani imunski odziv. Aktivirajo 
se makrofagi, mastociti, nevtrofilci, naravne celice ubijalke in limfociti T ter B (Waites 
in sod., 2017). Imunski odziv lahko bodisi okužbo zavre in odstrani M. pneumoniae iz 
telesa ali pa močno zaostri bolezen preko imunske preobčutljivosti in huje poškoduje 
pljučno tkivo (Jiang in sod., 2014a). 
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2.4 KLINIČNA SLIKA OKUŽBE Z BAKTERIJO Mycoplasma pneumoniae 
Bakterija M. pneumoniae najpogosteje okuži dihala, redkeje pa se razširi tudi v druge  
organe. Prenaša se kapljično in s tesnim stikom. 
 
2.4.1 Okužbe dihal 
Okužba z M. pneumoniae vključuje zgornja in spodnja dihala (Waites in Talkington, 
2004). Inkubacijska doba je dolga do 3 tedne in bolezenski znaki se običajno razvijejo 
postopoma. Najprej se pojavi vnetje žrela in sinusov, kar lahko spremljajo še glavobol, 
mrazenje, bolečine v mišicah in splošna slabost (Ferwerda in sod., 2001). Občasno se 
lahko pojavi tudi vnetje v srednjem ušesu (Atkinson in sod., 2008). Sledi postopno 
širjenje bakterije v spodnja dihala in nastanek traheobronhitisa (Norisue in sod., 2008). 
Možno je napredovanje bolezni v dolgotrajno pljučnico, ki jo spremlja povišana telesna 
temperatura (Atkinson in sod., 2008). V težjih oblikah je lahko kašelj podoben kašlju pri 
okužbi z bakterijo Bordetella pertussis (Waites in Talkington, 2004). Pljučnica lahko 
zaradi močno oteženega dihanja zahteva bolnišnično oskrbo (Atkinson in sod., 2008). Ko 
akutni simptomi minejo, je pogost še dolgotrajen suh kašelj, ki traja 3 do 8 tednov (Foy, 
1993).  
 
Raziskave kažejo, da pri večini odraslih bolnikov okužba ne napreduje v spodnja dihala. 
Potek bolezni je blag z rahlimi, prehladu podobnimi simptomi. Pljučnica se pojavi le pri 
3 do 10 % bolnikov (Waites in Talkington, 2004). Ocenjujejo še, da do 20 % bolnikov 
okužbo preboli asimptomatsko (Clyde, 1983). Prav slednji naj bi igrali pomembno vlogo 
pri širjenju bakterije kot rezervoarji, preko katerih se bakterija ohranja v populaciji 
(Parrott in sod., 2016). 
 
Pri otrocih do petega leta starosti okužba z M. pneumoniae najpogosteje poteka kot 
prehlad z rahlo oteženim dihanjem in redko napreduje v pljučnico. Najpogosteje se 
pljučnica razvije pri otrocih od petega do petnajstega leta in pri njih pogosteje kot pri 
ostalih starostnih skupinah zahteva bolnišnično oskrbo (Luby, 1991; Ferwerda in sod., 
2001). V le redkih primerih je pljučnica življenjsko ogrožajoča (Waites in sod., 2017). 
Predvidevamo, da glavno vlogo pri tem odigra imunski odziv posameznika (Izumikawa 
in sod., 2014). Bakterijo M. pneumoniae povezujemo tudi z nastankom kroničnega kašlja, 
tako pri otrocih kot odraslih (Miyashita in sod., 2008; Takahashi in sod., 2009; Wang in 
sod., 2011). Odgovorna naj bi bila tudi za nastanek ali poslabšanje astme (Sutherland in 
sod., 2004). Mehanizem, s katerim naj bi bila M. pneumoniae vpletena v kronični kašelj, 
ni povsem znan. Podatki kažejo, da so tovrstne klinične slike pogostejše pri otrocih v času 
epidemij (Wang in sod., 2011). Na osnovi živalskih modelov predvidevajo, da do tega 
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pride po preboleli akutni okužbi zaradi ostanka celičnih komponent uničenih mikoplazem 
ali toksina CARDS, ki deluje citolitično (Kannan in sod., 2011). 
 
Podobno je slabo poznana vpletenost M. pneumoniae v patogenezo astme.  Možno je, da 
okužba z M. pneumoniae vodi do propada celic dihalnih poti in s tem do olajšanega 
prehoda drugih antigenov preko epitelne bariere, kar naj bi povzročilo, da bolniki 
postanejo bolj dovzetni za razvoj alergijske reakcije, bodisi na samo M. pneumoniae ali 
druge alergene (Nisar in sod., 2007). Po začetni senzibilizaciji pa se predvideva, da glavno 
vlogo igra odziv IgE (Wood in sod., 2013). Dokazano je povečano izločanje citokinov 
tipa 2 (Th2), predvsem IL-4 in IL-5, v serumu bolnikov okuženih z M. pneumoniae 
(Esposito in sod., 2002b), ki naj bi sprožilo povečano tvorbo protiteles IgE, ki se vežejo 
na antigene M. pneumoniae prikazane na površini mastocitov. Slednji pa so odgovorni za 
sproščanje histamina (Gil in sod., 1993).  
 
2.4.2 Izven pljučne okužbe  
Izven pljučne komplikacije so redke in se pojavljajo v manj kot 10 % bolnikov, pri čemer 
so pogostejše pri imunsko oslabljenih bolnikih (Atkinson in sod., 2008). Predhodna 
simptomatska okužba dihal ni nujna (Waites in Talkington, 2004), se pa tovrstni simptomi 
lahko pojavijo predhodno, sočasno ali po okužbi dihal (Cassell in Cole, 1981). Na splošno 
velja, da je za večino simptomov sicer odgovorna modulacija imunskega odziva (Narita, 
2016), čeprav obstajajo tudi primeri direktne kolonizacije M. pneumoniae drugih organov 
in nastanka simptomov zaradi lokalnega vnetja (O'Sullivan in sod., 2004). Bakterijo 
M. pneumoniae in bakterijsko DNA so dokazali v krvi, sinovialni tekočini, likvorju, 
perikardialni tekočini in kožnih lezijah (Said in sod., 1999; Bar Meir in sod., 2000;           
Al-Zaidy in sod., 2015). 
 
Bakterija M. pneumoniae lahko povzroči okužbo centralnega živčevja (Benčina in sod., 
2000; Smith in Eviatar, 2000; Sočan in sod., 2001), oči (Salzman in sod., 1992), 
krvožilnega sistema (Flateau in sod., 2013), prebavnega trakta (Baseman in Tully, 1997), 
ledvic (Siomou in sod., 2003), kostno-mišičnega sistema s sklepi (Haier in sod., 1999) in 
kože (Lam in sod., 2004; Ravin in sod., 2007). 
 
2.5 EPIDEMIOLOGIJA AKUTNIH OKUŽB DIHAL Z BAKTERIJO Mycoplasma 
pneumoniae  
Večina epidemioloških raziskav je bila opravljena v Evropi, na Japonskem in ZDA 
(Parrott in sod., 2016). Vemo, da je M. pneumoniae ubikvitarno razširjena po celem svetu 
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in raziskovalci ocenjujejo, da je v populaciji navzoča endemsko ter odgovorna za 4 do 8 
% doma pridobljenih bakterijskih pljučnic (Jacobs in sod., 2015). Na podlagi dosedanjih 
dokazov sklepamo, da podnebje, letni čas in zemljepisna lega naj ne bi vplivali na 
incidenco okužb z M. pneumoniae (Atkinson in sod., 2008; Waites in sod., 2017). V 
zmerno toplih področjih je sicer opazno letno povišanje incidence pozno poleti in zgodaj 
jeseni, kar pa pripisujemo manjši pojavnosti drugih povzročiteljev okužb dihal (Marston 
in sod., 1997; Porath in sod., 1997; Onozuka in sod., 2009; Onozuka in Chaves, 2014).  
 
Z longitudinalnimi epidemiološkimi raziskavami, ki zajemajo spremljanje okužb z 
M. pneumoniae 10 in več let, so raziskovalci pokazali, da se endemska obdobja na vsake 
tri do pet let prekinjajo z eno do dve letno epidemijo, v kateri incidenca okužb močno 
naraste (Lind in sod., 1997). Ena najdaljših epidemioloških raziskav v Evropi, ki je zajela 
50 letno obdobje (1946-1995), je med leti 1958 in 1973 pokazala redno pojavljanje 
epidemij na vsake 2 do 10 let (Lind in sod., 1997). Od leta 1970 do 1997 so pojavljanje 
okužb z M. pneumoniae s serološkimi testi spremljali tudi na Poljskem, kjer so prav tako 
ugotovili, da so se okužbe pojavljale v epidemijah, ki so trajale od jeseni do pomladi 
naslednjega leta v obdobjih 1970/71, 1975/76, 1980/81, 1985/86, 1991/92 in 1995/1996 
(Rastawicki in sod., 1998). Podobne ugotovitve so objavili tudi na Japonskem, kjer so z 
združitvijo dveh raziskav proučili skoraj 60 letno obdobje med 1960 in 2016 (Niitu in 
sod., 1983; Yamazaki in Kenri, 2016). Ugotovili so redno pojavljanje epidemij na 
približno štiri leta (1964, 1968, 1972, 1976, 1984, 1988, 1992, 1996, 2006, 2010 in 2015). 
Manjšo izjemo predstavlja obdobje od 1976 do 1984, za kar pa avtorji ne poznajo točnih 
vzrokov. Tovrstne rezultate je mogoče zaslediti tudi v ZDA, kjer so Foy in sod. (1979) 
proučevali obdobje od leta 1963 do 1975 in zaznali epidemijo leta 1967 ter 1974. Na 
korejskem polotoku so v obdobju med letom 1986 in 2004 ugotovili šest epidemij, ki so 
se pojavljale v razmaku treh do štirih let (Eun in sod., 2008). Opisan trend je najverjetneje 
podoben po celem svetu, saj tovrstno epidemiološko sliko opisujejo še v Južni Ameriki 
(Martinez in sod., 2010; Jiang in sod., 2014b) in na Kitajskem (Qu in sod., 2013; Zhao in 
sod., 2014). Poleg epidemij, ki zajamejo celotno populacijo v državi, pa so opisani tudi 
kratkotrajni izbruhi v manjših, zaprtih ali pol-zaprtih skupinah ljudi, kot so družine 
(Miyashita in sod., 2013), vojašnice (Feikin in sod., 1999; Nir-Paz, 2010), bolnišnice 
(Kim in sod., 2015), religiozni centri (Muldoon in sod., 1982), šole (Wang in sod., 2012) 
in zavodi za pomoč mentalno / motorično prizadetim ljudem (Sterner in sod., 1966; Hyde 
in sod., 2001). 
 
Skupno pojavnost doma pridobljenih pljučnic zaradi okužbe z M. pneumoniae, ne glede 
na endemsko ali epidemsko obdobje ter starost ali spol bolnika, ocenjujemo na 10 do 
20 % (Loens in sod., 2003; Arnold in sod., 2007).  
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Prevalenca okužb z M. pneumoniae pri otrocih z vnetjem žrela dosega tudi do 24 % 
(Esposito in sod., 2002a). Poleg tega je ta bakterija pri otrocih odgovorna za od 10 do 17 
% vseh doma pridobljenih pljučnic (Baer in sod., 2003; Saraya in sod., 2014). Od teh jih 
do 18 % zahteva bolnišnično zdravljenje (Ferwerda in sod., 2001). Okužbe dihal z 
M. pneumoniae so najbolj pogoste pri otrocih v starosti med 5 in 15 let ter prično upadati 
v času pubertete (Slika 9) (Ruuskanen in sod., 1992; Block in sod., 1995). Znotraj te 
starostne skupine je delež doma pridobljenih pljučnic, povzročenih z M. pneumoniae, od 
4 pa vse do 39 % (Juven in sod., 2000; Principi in sod., 2001; Michelow in sod., 2004). 
Velik razpon je najverjetneje posledica uporabe različnih metod za dokazovanje okužbe 
in razlik v številu proučevanih bolnikov. Poleg tega, da je ta starostna skupina otrok 
najpogosteje okužena, ima tudi težji potek pljučnice (Fischer in sod., 2002). 
 
 
Slika 9: Prikaz incidence doma pridobljene pljučnice povzročene z M. pneumoniae glede na starost in spol 
bolnikov (prirejeno po(Foy in sod., 1979) 
 
Relativno visoko prevalenco okužb z M. pneumoniae opazimo tudi pri otrocih mlajših od 
5 let (Principi in sod., 2001; Gadsby in sod., 2012; Sondergaard in sod., 2018). Delež 
doma pridobljene pljučnice povzročene z M. pneumoniae je tudi v tej skupini ocenjen na 
3 (Jain in sod., 2015) do 23 % (Block in sod., 1995). 
 
Pri odraslih je ocena o incidenci okužb dihal z M. pneumoniae še nekoliko težja, saj 
predvidevamo, da je v do polovici primerov okužba asimptomatska ali blaga (Waites in 
Talkington, 2004). V starejših raziskavah so raziskovalci s serološkimi testi ocenili, da 
naj bi v ZDA M. pneumoniae pri odraslih povzročala do 32,5 % vseh pljučnic, ki se 
obravnavajo v domači oskrbi (Marston in sod., 1997; Dey in sod., 2000). Podobno kažeta 
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tudi raziskavi iz Izraela in Tajske, kjer so prav tako na podlagi prevalence protiteles proti 
M. pneumoniae  ugotovili, da je bilo z M. pneumoniae okuženih 29,2 % odraslih Izraelcev 
(Porath in sod., 1997) oziroma 29,6 % odraslih Tajcev (Wattanathum in sod., 2003) s 
pljučnico. Podatki novejših raziskav narejenih z metodo verižne reakcije s polimerazo 
(angl. Polymerase Chain Reaction – PCR) pa kažejo, da je za pljučnico pri odraslih, ki so 
sprejeti v bolnišnično oskrbo, bakterija M. pneumoniae odgovorna v 2 % (Jain in sod., 
2015), 6,8 % (von Baum in sod., 2009) oziroma največ 15 % (Arnold in sod., 2007) 
primerov. Dodatno težavo pri ocenjevanju bremena okužb z M. pneumoniae pri odraslih 
predstavlja pomanjkanje organiziranega sistema poročanja laboratorijsko potrjenih okužb 
v številnih državah, kot tudi cenovno nedostopne hitre in zanesljive metode (Kashyap in 
Sarkar, 2010). Popolnoma jasne slike nimamo, vendar je iz dostopnih virov razvidno, da 
okužba z M. pneumoniae tudi pri odraslih nikakor ni redkost. 
 
Z molekularno tipizacijo M. pneumoniae, na podlagi razlik v genu za beljakovino P1, so 
raziskovalci odkrili zanimiv epidemiološki vzorec. Ugotavljajo, da v določenem času v 
populaciji prevladuje en tip P1, ki se med eno in drugo epidemijo zamenja (Ursi in sod., 
1994; Sasaki in sod., 1996; Lind in sod., 1997; Dumke in sod., 2006; Pereyre in sod., 
2007; Kenri in sod., 2008). Tovrsten fenomen so poimenovali »type shift« (Kenri in sod., 
2008) in z njim poskušajo razložiti periodično ponavljajoče se epidemije. Predvidevajo, 
da se v času epidemije v populaciji razvije kratkotrajna imunost proti prevladujočemu 
tipu P1. To povzroči, da le-ta počasi izgine, pogosteje pa se prične pojavljati drugi tip P1. 
Ko ta doseže visok odstotek in se generacija (predvsem) otrok nadomesti z novo, imunsko 
naivno, pride do nove epidemije (Dumke in sod., 2004). Tem ugotovitvam nasprotujejo 
podatki iz raziskav, ki dokazujejo soobstoj več tipov in podtipov P1 v času iste epidemije 
ali samo manjšega izbruha (Waller in sod., 2014; Diaz in sod., 2015b; Jacobs in sod., 
2015). 
 
S tipizacijo na podlagi gena za beljakovino P1 raziskovalci skušajo ugotoviti tudi 
morebitno povezavo med tipom P1 in resnostjo kliničnih znakov. Raziskave in vitro 
kažejo razlike v tvorbi biofilmov med P1 tipom 1 in P1 tipom 2 (Simmons in sod., 2013) 
ter v količini izločenega toksina CARDS (Lluch-Senar in sod., 2015). Še več, v eni od 
nedavnih raziskav so pokazali, da imajo otroci okuženi z M. pneumoniae P1 tipa 2 v 
povprečju višje vrednosti C reaktivne beljakovine (angl. C Reactive Protein - CRP) in so 
pogosteje sprejeti v bolnišnično oskrbo (Rodman Berlot in sod., 2018). A tudi v tem 
primeru obstajajo nasprotujoči podatki, ki kažejo, da med resnostjo kliničnih znakov in 
tipom P1, ki povzroča bolezen, razlik ni (Diaz in Winchell, 2016). Dumke in sod. (2010) 
so dokazali, da ni razlik med odzivom s protitelesi IgA in IgG pri bolnikih okuženih z 
enim ali drugim tipom P1 M. pneumoniae (Dumke in sod., 2010) in da ni razlik v 
sposobnosti pripenjanja tipov P1 M. pneumoniae na gostiteljske celice (Catrein in sod., 
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2004). Švedski raziskovalci predvidevajo, da je vzrok za razlike v klinični sliki morda v 
bakterijskem bremenu (Nilsson in sod., 2010). 
 
Tipizacija M. pneumoniae na podlagi gena za beljakovino P1 ima najverjetneje prenizko 
diskriminatorno moč, da bi lahko razložili pojav ponavljajočih se epidemij ter ugotovili 
povezave med lastnostmi bakterije in resnostjo kliničnih znakov. Tako je prišlo do 
razvoja drugih metod, ki običajno vključujejo analizo več genov bakterije M. pneumoniae 
ter tako omogočajo bolj natančno opredelitev sevov. Od leta 2009 je tako na voljo metoda 
analize večjega števila lokusov s spremenljivim številom tandemskih ponovitev (angl. 
Multiple-Locus Variable Number Tandem Repeat Analysis - MLVA). 
 
Raziskovalci v Evropi, Aziji in Severni Ameriki so ugotovili, da močno prevladujejo trije 
tipi MLVA: MLVA-3,5,6,2; MLVA-3,6,6,2 in MLVA-4,5,7,2, ki so ves čas v 
spreminjajočih se razmerjih med seboj navzoči v populaciji (Sun in sod., 2013). Zanimivo 
je, da se genotip MLVA-4,5,7,2 skoraj izključno povezuje s P1 tipom 1 in genotipa 
MLVA-3,5,6,2 in MLVA-3,6,6,2 s P1 tipom 2 (Waller in sod., 2014; Diaz in sod., 2015b). 
Opisali pa so tudi nekaj izjem (Degrange in sod., 2009; Dumke in Jacobs, 2011; Sun in 
sod., 2013). Biološki vzrok tem izjemam ni znan (Diaz in Winchell, 2016) še posebej, ker 
so tandemske ponovitve s spremenljivim številom (angl. Variable Number Tandem 
Repeat – VNTR), ki se sedaj uporabljajo za interpretacijo tipizacije z metodo MLVA 
locirane bodisi v medgenskih regijah (Mpn13) ali ORF, ki kodira le teoretično 
beljakovino (Mpn14 – MPN501; Mpn15 – MP524 in Mpn16 – MPN613) in tako, vsaj 
predvidoma, podvrženi le minimalnemu selekcijskemu pritisku (Degrange in sod., 2009). 
 
2.6 LABORATORIJSKA DIAGNOSTIKA 
2.6.1 Osamitev bakterije 
Osamitev bakterije je neposreden dokaz M. pneumoniae v kužnini. Bakterijo gojimo v 
tekočem in trdem gojišču pri 37 °C in 5 – 10 % CO2. Postopek je dolgotrajen (do 21 dni), 
zahteva posebej usposobljeno osebje in kljub temu, da ga izvajajo samo v specializiranih 
laboratorijih, je uspešnost med laboratoriji zelo različna, a vselej relativno nizka in ne 
presega 60 % v primerjavi s PCR (Dorigo-Zetsma in sod., 1999; Morozumi in sod., 2004; 
Thurman in sod., 2009). Diagnostično tako ne igra več pomembne vloge, je pa ključnega 
pomena za vzdrževanje zbirke kliničnih izolatov namenjenih različnim raziskovalnim 
namenom (Diaz in Winchell, 2016). 
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2.6.2 Dokaz protiteles 
Serološki testi za dokazovanje okužb z bakterijo M. pneumoniae so manj uporabni  
predvsem zaradi slabše občutljivosti in specifičnosti ter potrebe po testiranju akutnega in 
konvalescentnega seruma, ki morata biti odvzeta v razmaku najmanj dveh tednov 
(Thurman in sod., 2009). Diagnostično okno je dolgo, saj se protitelesa IgM pojavijo šele 
v enem tednu po pojavu kliničnih znakov. Kmalu za njimi sledi pojav protiteles IgA 
(Watkins-Riedel in sod., 2001), medtem ko se protitelesa IgG pojavijo šele teden dni 
kasneje (Waites in Talkington, 2004). Poznamo tudi primere navzkrižnih reaktivnosti 
(Atkinson in Waites, 2014), zapoznelega imunskega odziva (Nilsson in sod., 2008; Zhang 
in sod., 2011), odsotnosti pojava protiteles IgM (Uldum in sod., 1992) ali dolgo zaznavnih 
visokih vrednostih IgG (Nir-Paz in sod., 2006), kar otežuje interpretacijo rezultatov 
seroloških testov (Waites in sod., 2017). Kljub temu pa je dokaz protiteles še vedno precej 
široko uporabljena metoda za dokazovanje okužb z M. pneumoniae predvsem zaradi 
enostavne pridobitve vzorca ter možnosti avtomatizacije procesa (Parrott in sod., 2016). 
 
2.6.3 Dokaz nukleinske kisline 
Za dokazovanje okužbe z M. pneumoniae so najprimernejše molekularne metode, ki 
predstavljajo metodo izbora in nadomeščajo kulturo kot »zlati standard«. Te metode 
imajo visoko občutljivost in specifičnost ter kratek čas izvedbe. Najpogosteje s PCR v 
realnem času (angl. real-time PCR) v kužnini pomnožujemo gene za 16S rRNA, 16S-23S 
rRNA medgensko regijo, adhezin P1, gen dnaK, pdhA, tuf, parE, ptsL encim ATPaza, 
toksin CARDS ali nekodirajoči repetitivni element RepMp1 (Waites in sod., 2017). 
Občutljivost testov PCR, ki dokazujejo gen za adhezin P1, toksin CARDS ali repetitivni 
element RepMp1, je višja od ostalih (Ieven in sod., 1996; Dumke in sod., 2007; Peters in 
sod., 2011; Waites in sod., 2012). Poleg metode PCR lahko M. pneumoniae neposredno 
v kužnini dokazujemo tudi z drugimi molekularnimi tehnikami, kot so pomnoževanje 
posredovano s prepisovanjem (angl. Nucleic Acid Sequence Based Amplification – 
NASBA), z zanko posredovano izotermalno pomnoževanje (angl. Loop-mediated 
Isothermal Amplification – LAMP) ali pomnoževanje posredovano z izmikanjem verige 
(angl. Strand Displacement Assay – SDA) (Loens in Ieven, 2016).  
 
V zadnjih letih vse pogosteje uporabljamo hkratne reakcije PCR v realnem času (angl. 
multiplex real-time PCR), kjer DNA M. pneumoniae dokazujemo skupaj z DNA bakterij 
Chlamydia pneumoniae, Chlamydia psittaci in Legionella spp. (Thurman in sod., 2011; 
Wagner in sod., 2018), oziroma v kombinaciji z dokazovanjem NK respiratornih virusov 
(Zhao in sod., 2017; Babady in sod., 2018; Leber in sod., 2018).  
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Za neposreden dokaz okužbe z M. pneumoniae lahko uporabimo različne vrste kužnin iz 
zgornjih ali spodnjih dihal. Najpogosteje uporabimo bris žrela, bris nosnega dela žrela, 
izmeček, bronhoalveolarno lavažo ali košček pljučnega tkiva (Atkinson in sod., 2008). 
Nekateri raziskovalci so dokazali izmeček kot najbolj primerno kužnino (Dorigo-Zetsma 
in sod., 2001; Raty in sod., 2005). Drugi so pokazali enako uspešnost z uporabo kužnin 
iz zgornjih dihal (Michelow in sod., 2004). Zaradi tovrstnih ugotovitev ter dejstva, da 
dobršen delež bolnikov, predvsem otrok, izmečka ne izkašljuje, je uporaba drugih 
invazivno odvzetih kužnin iz spodnjih dihal vprašljiva, a kljub temu velja soglasje, da je 
sočasno testiranje kužnine iz zgornjih in spodnjih dihal najbolj zanesljiv način za dokaz 
akutne okužbe (Atkinson in sod., 2008). 
 
2.6.4 Genotipizacija bakterije Mycoplasma pneumoniae 
Bakterija M. pneumoniae je genetsko stabilna, saj je med posameznimi izolati tudi do več 
kot 99 % ujemanje v genomu (Lluch-Senar in sod., 2015; Xiao in sod., 2015). Kljub temu 
pa 8 % genoma vsebuje elemente, kjer so razlike v nukleotidnem zaporedju (Himmelreich 
in sod., 1996) ali pa se ponavljajo v različnem številu kopij (Degrange in sod., 2009). 
Tako so razvili tipizacijske metode, ki večinoma temeljijo na ugotavljanju razlik v 
nukleotidnem zaporedju ponavljajočih elementov RepMP ali pa ugotavljajo razlike v 
številu ponavljajočih se kratkih tandemskih ponovitev (angl. Tandem Repeat - TR) in 
tako omogočajo klasifikacijo sevov M. pneumoniae, predvsem za potrebe epidemioloških 
raziskav. Te metode so danes najširše v uporabi, zagotovo pa jih bodo v bližnji 
prihodnosti nadomestile metode sekvenciranja celotnega genoma (angl. Whole Genome 
Sequencing - WGS), ki postajajo vse bolj dostopne in omogočajo klasifikacijo sevov 
M. pneumoniae z višjo diskriminatorno močjo (Diaz in Winchell, 2016). 
 
2.6.4.1 Tipizacija na podlagi gena za beljakovino P1 
Tipizacija na podlagi gena MPN141, ki kodira 170  kilodaltonov (kDa) veliko 
beljakovino P1, je najstarejši pristop k razlikovanju med sevi M. pneumoniae, saj je v 
uporabi že od leta 1990 (Dallo in sod., 1990; Su in sod., 1990b). Sprva sta bili na voljo le 
metodi določanja polimorfizma dolžin restrikcijskih fragmentov (angl. Restriction 
Fragment Length Polymorphism - RFLP) (Sasaki in sod., 1996) in gelska pulzna 
elektroforeza (angl. Pulse Field Gel Electrophoresis - PFGE) (Cousin-Allery in sod., 
2000), s katerima so M. pneumoniae ločevali v P1 tip 1 in P1 tip 2. Kasneje, z razvojem 
sodobnejših molekularnih metod, so raziskovalci ugotovili, da poleg osnovnih dveh tipov 
obstaja še več različic (Schwartz in sod., 2009; Spuesens in sod., 2009; Zhao in sod., 
2011; Kenri in sod., 2012) (Slika 10).  
 
Kogoj R. Genotipizacija bakterije Mycoplasma pneumoniae in ugotavljanje patogenosti posameznih genotipov in vitro. 
 Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019   
 
21 
 
Slika 10: Shematska ilustracija gena MPN141 in prikaz variabilnih mest znotraj repetitivnih elementov 
RepMP4 in RepMP2/3, na podlagi katerih seve M. pneumoniae ločimo v P1 tip 1 in P1 tip 2 ter različice 
(prirejeno po Zhao in sod., 2011) 
 
Poleg že omenjenih tradicionalnih metod, s katerimi lahko opazujemo razlike v genu za 
beljakovino P1 (RFLP, PFGE), je danes na voljo kar nekaj sodobnejših pristopov: PCR v 
realnem času z analizo talilne krivulje visoke ločljivosti (angl. real-time PCR + High 
Resolution Melting Analysis - HRM) (Schwartz in sod., 2009), sekvenciranje po Sangerju 
(Dumke in sod., 2006), pirosekvenciranje (Spuesens in sod., 2010) in elektroforeza v 
gradientnem denaturirajočem polju (angl. Denaturing Gradient Gel Electrophoresis - 
DGGE) (Xiao in sod., 2014). 
 
2.6.4.2 Tipizacija z metodo MLVA 
Postopek vključuje analizo petih lokusov VNTR in sicer, Mpn1, Mpn13, Mpn14, Mpn15 
in Mpn16, ki so dovolj variabilni za razlikovanje med sevi, istočasno pa dovolj stabilni 
pri subkultivaciji. Na osnovi te sheme, so seve M. pneumoniae sprva delili v 26 genotipov 
označenih od A do Z na podlagi petmestne številke, kjer je vsaka številka predstavljala 
število tandemskih ponovitev na posameznem lokusu VNTR (Degrange in sod., 2009). 
Metoda je kmalu postala splošno sprejeta po celem svetu in najpogosteje uporabljena za 
ugotavljanje izvora in poti širjenja okužb z M. pneumoniae pri manjših izbruhih kot tudi 
večjih epidemijah (Waites in sod., 2017). Ugotovili so, da je širjenje M. pneumoniae 
veliko bolj pestro, kot je veljalo sprva in da so epidemije poliklonskega izvora s 
prisostvujočimi različnimi tipi MLVA (Benitez in sod., 2012; Pereyre in sod., 2012a; Xue 
in sod., 2014). Kasneje so ugotovili, da je Mpn1 (v genu hsdS) nestabilen (Benitez in sod., 
2012; Xue in sod., 2014) in so ga zato izločili iz sheme (Sun in sod., 2013; Waller in sod., 
2014; Chalker in sod., 2015). Na novo definirana interpretacija sheme MLVA, na osnovi 
samo 4 lokusov VNTR, je nekoliko znižala diskriminatorno moč metode. Posledično je 
mogoče zaznati manj različnih tipov MLVA (Chalker in sod., 2015).  
 
Mp4817      (P1 različica 1) 
P1 različica 2b 
P1 različica 2c 
MP309    (P1 različica 2a) 
M129 (P1 tip 1) 
FH (P1 tip 2) 
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Za razliko od metode tipizacije M. pneumoniae na podlagi gena za beljakovino P1, na 
osnovi katere so raziskovalci poskusili razložiti vzroke za ciklične epidemije in razlike v 
patogenosti posameznih sevov M. pneumoniae, za genotipe MLVA tovrstnih podatkov 
ni. Zato smo si to postavili kot enega od ciljev te raziskave. 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 PODATKI IZ LABORATORIJSKEGA INFORMACIJSKEGA SISTEMA 
Za prikaz epidemiološkega vzorca pojavljanja okužb z M. pneumoniae smo v naši 
raziskavi zbrali podatke iz laboratorijskega informacijskega programa MBL (Infonet, 
Slovenija). V okviru redne strokovne diagnostične dejavnosti smo v 10 letnem obdobju, 
od januarja 2006 do decembra 2015, v Laboratoriju za diagnostiko infekcij s klamidijami 
in drugimi znotrajceličnimi bakterijami (KLM) na Inštitutu za mikrobiologijo in 
imunologijo (IMI), Medicinske fakultete, Univerze v Ljubljani, pregledali 12698 vzorcev 
bolnikov z okužbo dihal (podvojeni vzorci izključeni). Od tega je bilo 10683 vzorcev iz 
zgornjih in 2015 iz spodnjih dihal. Moških je bilo 6641, žensk pa 6057. V analizo smo 
poleg rezultata za dokaz DNA M. pneumoniae, vrste kužnine in spola vključili še podatke 
o starosti bolnika ter datum odvzema vzorca. 
 
Raziskavo je s stališča etičnosti odobrila Komisija za medicinsko etiko Republike 
Slovenije (0120-427/2018/3). Prav tako smo z vsemi podatki in vzorci ravnali v skladu s 
pravili zapisanimi v Helsinški deklaraciji in Oviedo konvenciji o človekovih pravicah in 
biomedicini. 
 
3.2 GENOTIPIZACIJA BAKTERIJE Mycoplasma pneumoniae  
3.2.1 Klinični izolati in standardni sevi Mycoplasma pneumoniae 
Za genotipizacijo smo uporabili 907 kliničnih izolatov M. pneumoniae shranjenih pri                      
-80 °C, ki smo jih pridobili v okviru redne strokovne zdravstvene dejavnosti. V vseh 
poskusih smo za kontrolo uporabljali standardna seva M. pneumoniae M129 (DSM 
23979; DSMZ, Nemčija) in M. pneumoniae FH (DSM 22911; DSMZ, Nemčija). Za 
negativno kontrolo smo uporabljali sterilno tekoče rastno gojišče za mikoplazme (MpnB). 
 
Iz 200 µL tekočega gojišča MpnB smo za vsak klinični izolat, kot tudi kontrolna 
standardna seva, izolirali celokupno NK z aparaturo MagNA Pure Compact (Roche, 
Nemčija) in uporabo reagentov MagNA Pure Compact Total Nucleic Acid Isolation Kit 
I (Roche, Nemčija) po navodilih proizvajalca. Elucijo čiste celokupne NK smo nastavili 
na 200 µL. 
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3.2.2 Tipizacija na podlagi gena za beljakovino P1 
Za izvedbo osnovne genotipizacije M. pneumoniae smo uporabili metodo, ki so jo razvili 
Spuesens in sod. (2012) z nekaj optimizacijami (Kogoj in sod., 2015). V dveh ločenih 
reakcijah PCR smo pomnoževali 84 bp velik fragment gena MPN141 in 166 bp velik 
fragment gena MPN528a. Nastalim pridelkom PCR smo določili nukleotidno zaporedje 
z metodo pirosekvenciranja. Bakterijo M. pneumoniae smo genotipizirali iz 907 izolatov 
ter tudi neposredno iz izhodne kužnine 570 vzorcev, pri katerih s kultivacijo nismo 
pridobili izolata M. pneumoniae.  
 
3.2.2.1 Pomnoževanje fragmenta genov MPN141 in MPN528a 
Za amplifikacijo 84 bp gena MPN141 kot tudi 166 bp gena MPN528a smo uporabili po 
5 µL izolirane NK iz kliničnih izolatov in standardnih sevov M. pneumoniae. Sestavo 
reakcijske mešanice smo povzeli po Spuesens in sod. (2010) (Preglednica 1). 
Amplifikacijo smo izvajali v aparaturi Verity Thermal Cycler (AppliedBiosystems, ZDA) 
z modificiranimi pogoji za obe reakcijski mešanici enako, in sicer 5 min pri 95 °C, čemur 
je sledilo 50 ciklov po 10 sek pri 94 °C, 30 sek pri 55 °C in 15 sek pri 72 °C ter enim 
končnim podaljševanjem pri 72 °C za 10 min in ohlajanje na 4 °C. 
 
Za vzorce, pri katerih M. pneumoniae nismo izolirali, smo pomnoževanje fragmenta 
genov MPN141 in MPN528a izvedli z ugnezdeno (nested) reakcijo PCR povzeto po 
Spuesens in sod. (2012). Uporabili smo, pri -30 °C, shranjeno NK, izolirano po tedanjem 
postopku redne strokovne zdravstvene dejavnosti Laboratorija KLM. Amplifikacijo smo 
izvajali v aparaturi Verity Thermal Cycler (AppliedBiosystems, ZDA) pod enakimi 
pogoji za obe reakcijski mešanici. Program prve stopnje je bil povzet po Spuesens in sod. 
(2012). Za drugo reakcijo PCR smo uporabili modificiran protokol amplifikacije, kot je 
opisan v predhodnem odstavku. 
 
Preglednica 1: Oligonukleotidni začetniki za amplifikacijo MPN141 in MPN528a (Spuesens in sod., 2012) 
Oligonukleotid   5' Sekvenca 3' Dolžina pridelka 
Mpn141_ext_F  GAA ACA CCT CCT CCA CCA AC  
151 bp 
Mpn141_ext_R  CCA TCT AAC AGT TCA GCG AG  
Mpn141_F  GAA TGA TGT GGT GGG GGT TG  
84 bp 
Mpn141_Rb biotin GGG GTG CGT ACA ATA CCA TCA A  
MPN528a_ext_F  TAC GAC TAG GAG ATC ATC CAG  
232 bp 
MPN528a_ext_R  TTA AGG TGT TTG AGT TGG TGT  
Mpn528a_F  ATC TAC CGA TTC AAC CAA CTG CT  
166 bp 
Mpn528a_R biotin GCT AAC TGC GCT AGA GCA AAA T  
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3.2.2.2 Zaznavanje pridelkov PCR in pirosekvenciranje 
Pridelke PCR smo pred pirosekvenciranjem preverili z gelsko elektroforezo v 1,0 % 
agaroznem gelu obarvanim s SYBR Safe DNA gel stain 10.000 x concentrate (Invitrogen, 
ZDA). Za oceno velikosti pridelkov PCR smo uporabili molekularno lestvico 100 bp 
(Thermo Scientific, ZDA). Po velikosti ločene pridelke PCR smo vizualizirali z uporabo 
aparature GelDoc XR+ (Bio-Rad, ZDA). 
 
Preostanek pridelkov PCR smo uporabili v postopku za pripravo pirosekvenciranja s 
sistemom Vacuum Prep Workstation (Biotage, Švedska) po navodilih proizvajalca. 
Očiščene in enoverižne biotinizirane pridelke PCR smo prenesli v ploščico PSQ plate 
(Biotage, Švedska) z 0,4 µM sekvenčnim oligonukleotidnim začetnikom MPN141_sek 
ali MPN528a_sek (Preglednica 2). Pirosekvenciranje smo izvedli z reagenti PyroMark 
Gold Q96 SQA Reagents (QIAGEN, Nemčija) v aparaturi PyroMarkID (Biotage, 
Sweden) po navodilih proizvajalca. 
 
Preglednica 2: Sekvenčni oligonukleotidi, specifično zaporedje dodajanja nukleotidov in točkovna 
mutacija, ki seve M. pneumoniae razlikuje v P1 tip 1 in P1 tip 2 
Table 2: Sequencing oligonucleotides, specific dispensation orders and nucleotide mutation that 
differentiates M. pneumoniae into P1 type 1 and P1 type 2 
Gen Sekvenčni oligonukleotid (5'3') 
Zaporedje dodajanja 
reagentov/nukleotidov 
mesto SNP 
Nukleotid za P1 tip 1 
oz. P1 tip 2 
MPN141 CAA CGC CGC AAA GAT ESCGATCTGAC P1 tip 1: T / P1 tip 2: C 
MPN528a AGA AAT CGA AAA CTG ACT AT ESGTACAGTGT P1 tip 1: A / P1 tip 2: C 
E: encim, S: substrat, SNP: točkovna mutacija (angl. Single Nucleotide Polymorphism) 
 
Pridobljene pirografe smo analizirali s programom IdentyFire (Biotage, Sweden), ki je na 
podlagi knjižnice določil tip P1 M. pneumoniae.  
 
3.2.3 Tipizacija z metodo MLVA 
Genotipizacijo bakterije M. pneumoniae z metodo MLVA povzeto po Degrange in sod. 
(2009), z nekaterimi modifikacijami (Kogoj in sod., 2018), smo izvedli za 907 kliničnih 
izolatov M. pneumoniae. Najprej smo v dveh ločenih hkratnih reakcijah PCR 
pomnoževali 4 regije genoma M. pneumoniae, kjer se nahajajo lokusi VNTR. V prvi 
reakciji smo pomnoževali lokusa Mpn14 in Mpn16 (M1), v drugi pa Mpn13 in Mpn15 
(M2). Po en od oligonukleotidnih začetnikov v vsakem paru je bil modificiran in na 
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5' koncu imel dodano barvilo 6-FAM, NED ali VIC (Preglednica 3). Vsi začetni 
oligonukleotidi so bili sintetizirani pri proizvajalcu AppliedBiosystems (ZDA).  
 
Reakcijska mešanica M1 je v 25 µL vsebovala 1 x Multiplex PCR Master Mix (QIAGEN, 
Nemčija), 0,1 µM oligonukleotidnih začetnikov Mpn1-F in Mpn1-R, 0,2 µM 
oligonukleotinih začetnikov, Mpn14-F, Mpn14-R, Mpn16-F in Mpn16-R, 1,25 U 
polimeraze HotStarTaq (QIAGEN, Nemčija) ter vodo do 22,5 µL in 2,5 µL izolirane 
DNA M. pneumoniae. Podobno je bila sestavljena tudi reakcijska mešanica M2, le da so 
bili vsi oligonukleotidni začetniki (Mpn13-F, Mpn13-R, Mpn15-F in Mpn15-R) v 0,2 µM 
koncentraciji. Pomnoževanje pridelkov PCR smo izvajali v aparaturi Veriti Thremal 
Cycler (AppliedBiosystems, ZDA) po sledečem programu: 10 min pri 95 °C, čemur je 
sledilo 35 ciklov po 1 min pri 95 °C, 1 min pri 60 °C in 1 min pri 72 °C ter enkratno 
končno podaljševanje za 10 min pri 72 °C. 
 
Preglednica 3: Sestava začetnih oligonukleotidov za izvedbo metode MLVA (Degrange in sod., 2009) 
Oligonukleotidni 
začetnik 
Reakcijska 
mešanica 
5' Sekvenca 3' 
Mpn14-F 
M1 
 CTC AGG GCG AAA CCT TAA AG  
Mpn14-R 6-FAM GCA ATG GCT TTC AGC ACA AC  
Mpn16-F NED GAC GCG TTC GCT AAA AGA G  
Mpn16-R  CAG GCT CAA CCA AAT AAT GG  
Mpn13-F 
M2 
 GAC CAG CAT TAG ATT GCT ATG  
Mpn13-R NED AAC AAA TTA AGC AGC TCA CG  
Mpn15-F VIC CAA CAG CAC CAC ATC TTT AG  
Mpn15-R  GCT AAT CTT GCA AAC GCT GC  
6-FAM, NED, VIC: fluorescentna barvila  
 
Nastale pridelke PCR smo redčili v razmerju 1:250 z vodo (QIAGEN, Nemčija) in po 
1,5 µL redčenih pridelkov prenesli v ploščo PCR MicroAmp Optical 96-Well Reaction 
Plate (AppliedBiosystems, ZDA) ter dodali 0,5 µL standarda GeneScan 600 LIZ dye Size 
Standard v2.0 (AppliedBiosystems, ZDA) in 8 µL formamida Hi-Di Formamide 
(AppliedBiosystems, ZDA). Ploščo smo inkubirali pri 95 °C za 2 min in takoj postavili 
na led ter inkubirali 5 min pri -30 °C. Ločevanje fragmentov po velikosti in barvi 
fluorescenčnega označevalca smo izvajali v aparaturi ABI3500 Genetic Analyser 
(AppliedBiosystems, ZDA) po standardnem protokolu Fragment Analisys. 
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Rezultate smo analizirali s programom Gene Mapper v 4.0 (AppliedBiosystems, ZDA), 
ki nam je za vsak vzorec podal velikost pridelka PCR na eno decimalko natančno ter 
barvo označevalca na njem. Vrednosti smo zaokrožili na cele številke ter s pomočjo barve 
rezultat povezali s posameznim lokusom VNTR in določili število njegovih ponovitev 
(Preglednica 4). Končni rezultat je tako predstavljal niz števil ponovitev posameznih 
VNTR zapisan v obliki MLVA-Mpn13, Mpn14, Mpn15, Mpn16. 
 
Preglednica 4: Prikaz velikosti pridelkov PCR ter barvnih označevalcev za VNTR Mpn1, Mpn13, Mpn14, 
Mpn15 in Mpn16 ter ustrezajoče število ponovitev (Degrange in sod., 2009) 
Lokus 
Reakcijska 
mešanica 
Barva 
Število ponovitev 
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
Velikost pridelka PCR (bp) 
Mpn1 M1 zelena 294 314 335 356 377 398 419 440 461 482 
Mpn14 M1 modra 294 314 335 356 377 398 419 440 461 482 
Mpn16 M1 črna 259 305 352 399 446 493 540 587 634 681 
Mpn13 M2 črna 364 366 382 398 414 430 446 462 478 494 
Mpn15 M2 zelena 107 114 135 156 177 198 219 240 261 282 
bp: bazni par 
 
Klinične izolate, za katere smo uspešno določili tip P1 ter genotip MLVA smo vnesli v 
program BioNumerics software package (Applied Maths, Belgija) ter za lažjo 
vizualizacijo sorodnosti med izolati izrisali minimalno vpeto drevo (angl. Minimum 
Spanning Tree - MST). 
 
3.3 UGOTAVLJANJE PATOGENEZE BAKTERIJE Mycoplasma pneumoniae 
V poskuse za ugotavljanje patogeneze posameznih genotipov MLVA M. pneumoniae 
smo vključili po en klinični izolat z genotipom MLVA-3,5,5,2; MLVA-3,6,6,2; MLVA-
4,5,7,2; MLVA-4,6,7,2 in MLVA-5,5,7,2 ter standardna seva M. pneumoniae M129 
(DSM 23979; DSMZ, Nemčija) in M. pneumoniae FH (DSM 22911; DSMZ, Nemčija). 
Teh pet genotipov smo izbrali na podlagi njihove pogostosti in časa pojavljanja. Genotipi 
MLVA-3,5,5,2; MLVA-3,6,6,2; MLVA-4,5,7,2 predstavljajo stalno navzoče in 
najpogostejše genotipe, medtem ko MLVA-4,6,7,2 in MLVA-5,5,7,2 redke oziroma 
epidemske genotipe. Za negativno kontrolo smo uporabljali sterilno tekoče rastno gojišče 
za mikoplazme (MpnB). 
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3.3.1 Kultivacija in kvantifikacija izolatov bakterije Mycoplasma pneumoniae 
Po 500 µL vsakega izbranega izolata smo inokulirali v 9,5 mL selektivnega tekočega 
rastnega gojišča za mikoplazme MpnB (OXOID, Velika Britanija) z dodanim selektivnim 
suplementom P (OXOID, Velika Britanija) in inkubirali aerobno pri 37 °C do 21 dni. 
Inokulirana tekoča gojišča smo pregledovali vsak dan. Pozitiven rezultat nam je 
predstavljalo bistro tekoče gojišče MpnB, ki je pričelo spreminjati barvo iz rjave v svetlo 
zeleno. Takoj ob spremembi barve smo tekoče gojišče razdelili po 2 mL in shranili pri                
-80 °C. Iz enega alikvota smo pred tem pripravili še redčitveno vrsto v svežem MpnB in 
po 100 µL redčitev 10-3, 10-4, 10-5 in 10-6 v trojnikih inokulirali na trda gojišča MpnA 
(OXOID, Velika Britanija) s selektivnim suplementom G (OXOID, Velika Britanija). 
Gojišča smo inkubirali pri 37 °C v mikroaerofilnih pogojih do 21 dni in jih pregledovali 
na vsake dva dni s stereomikroskopom SMZ800 (Nikkon, Japonska) pri 60 kratni 
povečavi. Kot števno smo upoštevali tisto redčino, kjer je na trdem gojišču MpnA zraslo 
med 30 in 300 kolonij. Število bakterij na mililiter smo izračunali šele, ko se število 
preštetih kolonij, pri dveh zaporednih pregledovanjih, ni več spremenilo. Število bakterij 
smo izrazili v kolonijskih enotah (angl. Colony Forming Unit - CFU)/mL. 
 
3.3.2 Kultivacija celične linije pljučnih epitelnih celic A549 
Pljučne epitelne celice A549 (DSMZ, Nemčija) smo gojili v minimalnem esencialnem 
mediju po Eaglu (angl. Eagle's Minimum Essential Medium - EMEM) obogatenim z 10 % 
fetalnim telečjim serumom (FTS) (Euroclone, Italija), 0,2 mg/mL L-glutamina (SIGMA, 
ZDA) ter dodanim 50 µg/mL penicilina (SIGMA, ZDA) in 0,25 µg/mL amfotericina B 
(SIGMA, ZDA) pri 37 °C in 5 % CO2. Celično linijo smo tripsinizirali z 0,25 % Trypsin-
EDTA (SIGMA, ZDA) dvakrat na teden. Ob tripsinizaciji smo celice obarvali z 0,4 % 
tripanskim modrilom (Merck Millipore, ZDA), jih prešteli v hemocitometru (Brand, 
Nemčija) in določili viabilnost. V novo stekleničko smo jih inokulirali v 20 mL svežega 
EMEM gojišča v koncentraciji 4 x 104 celic/mL. Za poskuse smo uporabljali celice med 
3. in 20. pasažo.  
 
3.3.3 Ugotavljanje sposobnosti razmnoževanja izbranih genotipov bakterije 
Mycoplasma pneumoniae po okužbi celic A549 
3.3.3.1 Okužba celic A549 z izolati Mycoplasma pneumoniae izbranih genotipov MLVA 
Za okužbo celic A549 s posameznimi izolati M. pneumoniae izbranih genotipov MLVA 
smo uporabili prilagojen postopek po Sun in sod. (2008) in Yang in sod. (2002). Ob 
tripsinizaciji celične linije A549 smo del celic pripravili v svežem EMEM z 10 % FTS 
brez dodanih antibiotikov v koncentraciji 2,5 x 104 celic/mL ter po 1 mL suspenzije 
inokulirali v ploščice z 48 vdolbinicami (CORNING-COSTAR, ZDA). Ploščice smo 
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inkubirali pri 37 °C in 5 % CO2 preko noči. Gojišče smo odstranili in dodali 100 µL 
suspenzije kliničnega izolata M. pneumoniae v koncentraciji 2,5 x 106 CFU/mL, da smo 
dobili multipliciteto okužbe (angl. Multiplicity of  Infection - MOI) 10. Vse poskuse smo 
izvajali v treh bioloških ponovitvah. Negativno kontrolo smo izvajali enako, le da smo 
celice inokulirali s 100 µL sterilnega gojišča MpnB. Za dodatno negativno kontrolo smo 
s standardnima sevoma M. pneumoniae M129 in FH inokulirali še gojišče EMEM brez 
celic A549. Z mikoplazmami inokulirano celično linijo smo inkubirali v inkubatorju pri 
37 °C in 5 % CO2 (Heraeus, Nemčija). 
 
Čas inokulacije je predstavljal začetno točko; t=0 ur (h). Po treh urah (t=3 h) smo 
inokulumu dodali 500 µL svežega in ogretega EMEM z 10 % FTS brez antibiotikov ter 
ploščico naprej inkubirali pri 37 °C in 5 % CO2. Po še treh urah (t=6 h) smo ves 
supernatant odstranili. Sto mikrolitrov supernatanta smo prenesli v sterilno mikrotubico, 
preostanek pa takoj shranili pri -80 °C. Na celice smo dodali 250 µL 0,25 % Trypsin-
EDTA (SIGMA, ZDA) in ploščico za 1 min vrnili v inkubator. Po 1 min smo celice 
suspendirali in 100 µL dodali v mikrotubico, kjer je že bilo 100 µL supernatanta. Tako 
pripravljenih 200 µL smo uporabili za izolacijo NK. Preostanek celične suspenzije smo 
shranili pri -80 °C. Postopek smo izvedli enako tudi za negativno kontrolo, le da smo drug 
alikvot celične suspenzije uporabili za preverjanje kontaminacije z glivami, drugimi 
bakterijami ali celičnimi mikoplazmami. Ploščico smo vrnili v inkubator in opisan 
postopek ponavljali še ob t=12 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h, 144 h, 168 h, 196 h, 216 h 
in končno 240 h (10 dni). 
 
3.3.3.2 Umeritvena krivulja za absolutno kvantifikacijo DNA bakterije Mycoplasma 
pneumoniae 
Za pripravo umeritvene krivulje namenjene absolutni kvantifikaciji genomskih kopij 
M. pneumoniae v izolirani NK iz poskusa opisanega v predhodnem poglavju, smo 
uporabili komercialni standard M. pneumoniae PCR quantification standard (Minerva 
Biolabs, Nemčija). Pripravili smo logaritemsko redčitveno vrsto od 106 kopij genoma/µL 
do 1 kopije/µL NK ter v trojniku za vsako redčino izvedli kvantifikacijski PCR (angl. 
quantitative PCR - qPCR) v realnem času z oligonukleotidnimi začetniki MpnRT-F in 
MpnRT-R (Kerdsin in sod., 2010) ter reagenti LC FastStart DNA MasterPLUS SYBR 
Green I (Roche, Nemčija) na aparaturi LightCycler 2.0 (Roche, Nemčija). Iz rezultatov 
smo naredili umeritveno krivuljo, na podlagi katere smo lahko določili število kopij 
genoma M. pneumoniae. 
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3.3.3.3 Določanje števila kopij genoma bakterije Mycoplasma pneumoniae s 
kvantifikacijskim PCR v realnem času 
Izolirano DNA iz vsake ponovitve iz posameznega časovnega intervala poskusa 
opisanega v poglavju 3.3.3.1 smo v trojniku uporabili za izvedbo qPCR v realnem času 
(Kerdsin in sod., 2010). Reakcijsko mešanico je sestavljalo 4 µL 5x LC FastStart DNA 
MasterPLUS SYBR Green I (Roche, Nemčija), 2 µL 2 µM oligonukleotidnih začetnikov 
za pomnoževanje fragmenta gena P1 (MpnRT-F in MpnRT-R) (TIBMolbiol, Nemčija), 
7 µL vode in 5 µL izolirane DNA. Amplifikacijo in sočasno detekcijo pridelkov PCR 
smo izvedli z aparaturo Light Cycler 2.0 (Roche, Nemčija) s programom: 10 min pri 95 
°C, čemur je sledilo 45 ciklov po 10 sek pri 95 °C, 5 sek pri 58 °C in 7 sek pri 72 °C. 
Temu je sledil korak določanja talitvenih krivulj: 0 sek pri 95 °C, 60 sek pri 65 °C in 
segrevanje do 95 °C v koraku po 0,1 °C na sek, s konstantnim merjenjem fluorescence v 
kanalu 530 nm ter končno ohlajanje pri 40 °C za 30 sek. 
 
Iz dobljenih rezultatov pražnih ciklov (angl. threshold cycle - Ct) ter upoštevanja 
učinkovitosti protokola PCR smo izračunali število kopij genoma M. pneumoniae/µL 
NK. Rezultate smo statistično obdelali in prikazali na grafu število celic M. pneumoniae 
v odvisnosti od časa inkubacije. Rezultat talitvenih krivulj smo uporabili kot dodatno 
kontrolo specifičnosti pomnoženih pridelkov PCR. Določili smo še generacijski čas za 
vsak posamezen izolat in s t-testom izračunali, če med njimi obstaja statistično značilna 
razlika. 
 
3.3.4 Ugotavljanje citotoksičnega učinka izbranih genotipov bakterije Mycoplasma 
pneumoniae na celice A549 s testom viabilnosti 
Za ugotavljanje citotoksičnega učinka okužbe s posameznim izbranim genotipom 
M. pneumoniae na pljučne epitelne celice A549 smo merili odstotek še živečih celic ob 
različno dolgih časih inkubacije po okužbi s prilagojenim postopkom po Sun in sod. 
(2008). Za vsak izbrani izolat smo poskus izvajali pri MOI 100 v treh ponovitvah. V 
vsako vdolbinico smo pripravili 3,5x103 celic. Celični kulturi smo dodali M. pneumoniae 
v EMEM brez dodanih antibiotikov v koncentraciji 3,5 x 105 bakterij na vdolbinico in po 
okužbi inkubirali 3, 6, 12, 24, 48, 72, 96 in 120 h. Enako smo storili z negativno kontrolo 
le, da smo kot inokulum uporabili sterilen MpnB v EMEM. Za kontrolo maksimalnega 
citotoksičnega učinka na celice smo dodali EMEM z 1 % Triton X 100 (SIGMA, ZDA). 
Po končani inkubaciji smo dodali reagent CellTiter 96® Aqueous One Solution 
(Promega, ZDA). Po eno urni inkubaciji smo količino nastalega barvnega produkta – 
formazana, merili spektrofotometrično (Tecan, Švica), pri valovni dolžini 490 nm / 
640 nm. Iz razlik, glede na negativno kontrolo (maksimalna viabilnost), smo izračunali 
delež živih celic. 
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Neokužene (kontrolne) celice A549 in celice okužene s standardnima sevoma 
M. pneumoniae M129 in FH smo pri posameznih časovnih intervalih tudi slikali s 
fotoaparatom Coolpix 995 (Nikon, Japonska) in nastavkom CoolpixMDC Lens (Nikon, 
Japonska) za slikanje skozi mikroskopski okular. Za izračun morebitne statistične 
značilnosti razlik s t-testom smo uporabili program Prism 7 (GraphPad Software, ZDA). 
 
3.3.5 Ugotavljanje imunskega odziva celic A549 na okužbo z izbranimi genotipi 
bakterije Mycoplasma pneumoniae  
Citokine IL-1β, IL-6, IL-8, TNF-α in IFN-γ smo določali po okužbi celic A549 s po enim 
predstavnikom kliničnih izolatov genotipov MLVA-3,5,5,2; MLVA-3,6,6,2; MLVA-
4,5,7,2; MLVA-5,5,7,2 in MLVA-4,6,7,2 s prilagojenim postopkom po Yang in sod. 
(2002). V treh ponovitvah smo gojili 2 x 104 celic A549 in jih okužili z 2 x 105 bakterijskih 
celic (MOI 10) ter inkubirali 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120 in 240 h. Za negativno kontrolo 
smo uporabili sterilno tekoče gojišče MpnB. Ob vsaki časovni točki smo supernatant 
shranili v več alikvotih in zamrznili pri -80 °C. Koncentracijo citokinov smo merili s 
komercialnim kompletom reagentov Milliplex Map Human Cytokine / Chemokine 
Magnetic Bead Panel (Merck Millipore, ZDA) na aparatu MAGPIX System (Luminex, 
ZDA) po navodilih proizvajalca, s spremembo v temperaturi in dolžini inkubacije 
supernatanta z magnetnimi delci. Inkubacijo smo izvajali pri +4 °C preko noči (15 h). 
 
Rezultate smo analizirali s programsko opremo xPONENT 4.2 (Luminex, ZDA). 
Vrednosti za vsak posamezen citokin smo v primerjavi z negativno kontrolo (neokužene 
celice A549) prikazali na grafu v odvisnosti od časa inkubacije ter izračunali morebitne 
statistično značilne razlike s t-testom v programu Prism 7 (GraphPad Software, ZDA). 
  
3.4 KONTROLA STERILNOSTI CELIČNE LINIJE A549 IN ASEPTIČNOSTI DELA 
Pred in po vsakem poskusu smo celično linijo A549 preverili, če je sterilna. Pred 
poskusom smo en alikvot pripravljene suspenzije celic koncentracije 1 x 105 celic/mL v 
EMEM + 10 % FTS brez antibiotikov uporabili za inokulacijo tioglikolatnega bujona 
(TIO), drugega pa za izolacijo NK. Podobno smo storili tudi za celice iz vdolbinic 
namenjenih negativni kontroli zadnjega časovnega obdobja vseh prej opisanih poskusov 
za ugotavljanje in vitro patogenosti. En alikvot suspendiranih celic smo inokulirali v TIO, 
drugega pa uporabili za izolacijo NK. Inokuliran TIO smo inkubirali v inkubatorju B5060 
EK (Heraeus, Nemčija) do 7 dni in vsak dan opazovali morebitno bakterijsko ali glivno 
rast, ki bi se videla kot pomotnitev medija. Če je TIO ostal bister, smo privzeli, da je bil 
celoten postopek poskusa narejen ustrezno. 
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Kontaminacijo celične linije s celičnimi mikoplazmami smo preverili s kompletom 
reagentov Universal Mycoplasma Detection Kit (ATCC, ZDA) po navodilih proizvajalca. 
Če je rezultat testiranja bil pred in po poskusu negativen, smo privzeli, da je celična linija 
in poskus ustrezal ter, da je rezultat posledično veljaven. 
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4 REZULTATI 
4.1 EPIDEMIOLOGIJA OKUŽB Z BAKTERIJO Mycoplasma pneumoniae 
V desetletnem obdobju, od januarja 2006 do decembra 2015, smo v redni strokovni 
dejavnosti laboratorija KLM z metodo PCR v realnem času pregledali 12698 vzorcev 
spodnjih in zgornjih dihal bolnikov z okužbo dihal (angl. Respiratory Teact Infection – 
RTI). Od vzorcev iz zgornjih dihal je bilo 8802 brisov žrela, 1750 brisov nosno-žrelnega 
prostora in 131 brisov mandljev. Vzorce spodnjih dihal je predstavljalo 1013 
bronhoalveolarnih lavaž (BAL), 501 aspirat traheje, 292 izmečkov, 141 aspiratov bronha, 
55 plevralnih punktatov in 13 koščkov pljučnega tkiva. Navzočnost DNA M. pneumoniae 
smo v Laboratoriju KLM dokazali pri 1477 (11,6 %) bolnikih. Med okuženimi je bilo 
50,9 % (752/1477) moških in 49,1 % (725/1477) žensk. DNA M. pneumoniae smo 
dokazali pogosteje v vzorcih zgornjih dihal (1450/10683, 13,6 %), predvsem v brisih 
žrela, od katerih je bilo pozitivnih 15,2 % (1336/8802). Brisov mandljev je bilo pozitivnih 
8,4 % (11/131), brisov nosno-žrelnega prostora pa 5,9 % (103/1750). V kužninah 
spodnjih dihal smo DNA M. pneumoniae dokazali v 1,3 % (27/2015), in sicer v izmečkih 
2,7 %, (8/292), aspiratih traheje 2 % (10/501) in BAL 0,9 % (9/1013). V ostalih kužninah 
iz spodnjih dihal (aspirat bronha, plevralni punktat in pljučno tkivo) DNA M. pneumoniae 
nismo dokazali. 
 
Pregled rezultatov iz strokovne zdravstvene dejavnosti laboratorija KLM za dokaz okužb 
dihal povzročenih z M. pneumoniae je pokazal, da pojavnost le-teh znotraj izbranega 
desetletnega obdobja ni bila enakomerna. V letu 2010 in 2014 smo opazili povišanje 
deleža bolnikov z mikoplazmsko okužbo v primerjavi z ostalimi leti. Leta 2010 je bilo 
dokazanih okužb pri 17,3 % (221/1279) bolnikov, medtem ko 2014 celo 24,2 % 
(746/3089). V ostalih letih se je delež gibal med 2,4 % in 9,4 % (Preglednica 5). 
 
Od 1477 kultiviranih kužnin bolnikov, v katerih smo dokazali DNA M. pneumoniae, smo 
izolat te bakterije pridobili iz 907 (61,4 %) vzorcev. Uspešnost izolacije je vselej znašala 
več kot 60 % razen v letih 2008 (41,2 %), 2010 (44,8 %), 2011 (43,6 %) in 2013 (59,7 %) 
(Preglednica 5).  
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Preglednica 5: Prikaz števila testiranih bolnikov po posameznih letih ter števila in deleža dokazanih okužb 
s PCR in kulturo. 
Table 5: Number of tested and positive patients by PCR and culture per year.  
 Leto 
Skupaj 
 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 
Št. testiranih bolnikov s 
PCR 
412 496 416 689 1279 1248 1057 1399 3089 2613 12698 
Št. (%) pozitivnih 
bolnikov s PCR 
10 
(2,4) 
19   
(3,8) 
17 
(4,1) 
48 
(7,0)  
221 
(17,3) 
117 
(9,4) 
46 
(4,4) 
62 
(4,4) 
746 
(24,2) 
191 
(7,3)  
1477 
(11,6) 
Št. (%) izolatov Mpn 
pridobljenih s kulturo 
6 
(60,0) 
13 
(68,4) 
7 
(41,2) 
33 
(68,8) 
99 
(44,8) 
51 
(43,6) 
28 
(60,9) 
37 
(59,7) 
510 
(68,4) 
123 
(64,4) 
907 
(61,4) 
Št.: število, Mpn: Mycoplasma pneumoniae 
 
Natančnejši pregled pojavnosti okužb po mesecih pokaže, da so okužbe z M. pneumoniae 
v Sloveniji navzoče endemično, s povprečnim pojavljanjem v 8,4 %. Endemično obdobje 
je bilo v časovnem intervalu od 2006 do 2015 dvakrat prekinjeno z epidemijo, v kateri je 
pojavnost okužb za več mesecev narasla nad povprečje. Z upoštevanjem kriterija, da je 
pojavnost okužb epidemična takrat, kadar odstotek pozitivnih bolnikov več kot tri mesece 
zapored presega povprečno letno vrednost, vidimo, da smo v Sloveniji imeli epidemijo 
od maja 2010 do februarja 2011 in od maja 2014 do februarja 2015. S statističnim testom 
Mann-Whitney izračunana vrednost p, ki je za obe obdobji znašala <0,0001 potrjuje, da 
je srednja vrednost v deležu pozitivnih bolnikov v času epidemij, statistično značilno višja 
od deset letnega povprečja. Med prvo epidemijo se je odstotek pozitivnih bolnikov pričel 
višati maja 2010, ko je že prestopil deset letno povprečje ter dosegel prvi maksimum 
julija, ko je bilo pozitivnih 27,7 % bolnikov. Sledil je padec v avgustu (20,2 %) in 
septembru (17,3 %) ter nato ponoven porast v oktobru (23,20 %), novembru (24,53 %) 
ter decembru (25,7 %). Za tem je sledil padec v januarju 2011 (14,2 %) in postopno 
nižanje vse do marca, ko je pojavnost okužb padla pod povprečje in dosegla 5,3 %. 
Podobno je pričela pojavnost okužb naraščati tudi v drugi epidemiji, ko se je od aprila 
2014 do maja 2014 povečala iz 6,7 % na 13,2 % in naraščala vse do julija, ko je dosegla 
prvi maksimum (28,1 %). Sledil je podoben padec kot v prvi epidemiji, vse do septembra 
(22,3 %) ter vnovičen porast v oktobru (33,0 %) in novembru, ko je bilo pozitivnih 36,9 % 
bolnikov. Sledil je postopen padec do marca, ko je pojavnost okužb padla pod povprečje 
na 6,0 %. Podatki kažejo, da v endemičnem času (z izjemo leta 2006) pojavnost okužb z 
M. pneumoniae kratkotrajno naraste preko dolgoletnega povprečja pozno pomladi in 
začetek poletja (maj, junij, julij) ter se takoj vrne nazaj (Slika 11).  
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Slika 11: Število testiranih bolnikov in pojavnost okužb z M. pneumoniae po mesecih, v obdobju od januarja 
2006 do decembra 2015. Z rdečo so označeni epidemični meseci. Vrednost p prikazuje statistično značilen 
odklon v deležu pozitivnih bolnikov od povprečja v času posamezne epidemije (Mann-Whitney t-test). 
Figure 11: Number of tested patients and occurrence of M. pneumoniae infections by month from January 
2006 to December 2015. Epidemic months are shown in red. Statistical significant difference in the rate of 
positive patients in comparrison to the average is shown by p value for respective epidemics (Mann-
Wgitney t-test). 
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Zanimalo nas je še, kako se okužbe z M. pneumoniae pojavljajo glede na starost bolnikov. 
Največ testiranj na M. pneumoniae smo izvedli za otroke do 4. leta starosti (2599), manj 
za otroke stare med 5 in 9 leti (1574) in za stare med 10 in 14 leti (1046). V vseh ostalih 
starostnih skupinah (15-79 in ≥80) pa je bilo število testiranih bolnikov podobno, in sicer 
med 400 in 600. Rezultati kažejo, da je bila v preiskovani skupini pojavnost okužb z 
M. pneumoniae precej različna in se je kazala v treh nivojih. Najpogosteje so za 
M. pneumoniae zbolevali otroci stari med 5 in 9 let (30,7 %) in 10 in 14 let (23,4 %). 
Otroci do vključno 4. leta, mlajši odrasli in odrasli do 40 let so zbolevali v podobnem 
odstotku, ki se je gibal med 9,9 % in 13,5 %. Redkejša pa je bila okužba pri osebah nad 
40 let ter starostnikih, kjer je bilo pozitivnih med 1,1 % in 4,5 % (Slika 12). 
 
 
Slika 12: Pojavnost okužb z M. pneumoniae po starostnih skupinah 
Figure 12: Occurrence of M. pneumoniae infections by age group 
 
4.2 GENOTIPIZACIJA BAKTERIJE Mycoplasma pneumoniae  
Za genotipizacijo bakterije M. pneumoniae in in vitro poskuse ugotavljanja patogenosti 
izbranih genotipov smo uporabili klinične izolate M. pneumoniae pridobljene tekom 
redne strokovne zdravstvene dejavnosti Laboratorija KLM.  
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4.2.1 Tipizacija na podlagi gena za beljakovino P1 
Genotip P1 M. pneumoniae smo s pirosekvenciranjem gena MPN141 in MPN528a 
uspešno določili pri 1412/1477 (95,6 %) vzorcih izolirane bakterije oz. neposredno iz 
kužnine bolnikov z dokazano mikoplazmsko okužbo. Delež uspešno tipiziranih je bil v 
vseh letih med 92,1 % in 100,0 % z izjemo leta 2008, ko smo uspešno tipizirali le 58,8 % 
vseh M. pneumoniae (Preglednica 6). Rezultati so pokazali, da je od 1412 tipiziranih 
M. pneumoniae 58,9 % (831/1412) imelo različico gena za beljakovino P1 tipa 1, tipa 2 
pa 41,1 % (580/1412). Dodatno smo ugotovili, da razmerje med tipoma 1 in 2 po 
posameznih letih zajetih v raziskavo ni bilo konstantno. 
 
Preglednica 6: Število in delež uspešno tipiziranih vzorcev z metodo pirosekvenciranja po posameznih letih 
Table 6: Number and rate of successfully typed samples by pyrosequencing per year 
 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 Skupaj 
Št. poz. bolnikov s 
kulturo oziroma PCR 
10 19 17 48 221 117 46 62 746 191 1477 
Št. uspešno tipiziranih 
s pirosek. (%) 
10 
(100) 
19 
(100) 
10 
(58,8) 
47 
(97,9) 
212 
(95,9) 
112 
(95,7) 
46 
(100) 
61 
(98,4) 
719 
(96,4) 
176 
(92,1) 
1412 
(95,6) 
Št.: število, poz.: pozitivni, pirosek.: pirosekvenciranje 
 
V prvih petih letih raziskave (2006 do 2010) je najpogosteje okužbo povzročal P1 tip 2. 
V letu 2006 smo M. pneumoniae P1 tipa 2 dokazali v 70,0 % (7/10), 2007 v 52,6 % 
(10/19), 2008 v 80,0 % (8/10), 2009 v 66,0 % (31/47) in v 2010, ko se je zgodila prva 
epidemija, v 79,2 % (168/212) primerov. V letu 2010 smo pri enem vzorcu dokazali DNA 
M. pneumoniae obeh tipov, kar se je na pirografu videlo kot navzočnost obeh nukleotidov 
na mestu SNP (Slika 13). 
 
 
Slika 13: Prikaz rezultatov za izolat 2912/10 pri katerem smo dokazali navzočnost DNA tako 
M. pneumoniae P1 tipa 1 kot P1 tipa 2, kar se vidi kot signal za oba nukleotida na mestu SNP. Nižji signal 
za nukleotid C tako pri genu MPN141 (levo) kot tudi MPN528a (desno) pomeni, da razmerje med enim in 
drugim genotipom ni enako temveč v prid P1 tipu 1 
Figure 13: Pyrosequencing results for isolate 2912/10 which revealed the presence of both P1 types as seen 
from lower signal strengths for both nucleotides at SNP position. The difference in signal strength at the 
SNP position seen in both MPN141 gene (left) and MPN528a gene (right) shows that the ratio between P1 
types is in favour of P1 type 1 
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V letu 2011 je sledilo zmanjšanje navzočnosti P1 tipa 2, saj smo ta genotip dokazali v          
64,3 % (72/112) primerov. V naslednjem letu (2012) se je ta odstotek še zmanjšal in 
znašal 63,0 % (29/46). Nato pa se je v letu 2013 zgodil preobrat v razmerju med 
genotipoma. Mycoplasma pneumoniae P1 tip 2 smo dokazali v 32,8 % (20/61), P1 tip 1 
pa v 67,2 % (41/61). Ta trend se je nadaljeval tudi v letu 2014, ko se je zgodila druga 
epidemija okužb z M. pneumoniae. V tem obdobju je bil P1 tip 1 navzoč v 72,2 % 
(519/719). V letu 2015 pa smo M. pneumoniae P1 tip 1 dokazali celo v 80,1 % (141/176). 
Iz rezultatov je tako razvidno, da se je prevladujoči tip P1 M. pneumoniae tik pred drugo 
epidemijo zamenjal (Slika 14). 
 
Slika 14: Rezultati tipizacije M. pneumoniae na podlagi gena za beljakovino P1 po posameznih letih. S 
sivim okvirjem so označena leta, ko smo zaznali epidemijo 
Figure 14: P1 typing results per year. Grey squares show the time of epidemics 
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4.2.2 Tipizacija z metodo MLVA 
Genotip MLVA smo določili pri 96 % (871/907) izolatov M. pneumoniae. Kljub 
ponavljanju postopka MLVA za neuspele izolate, smo pri 5-ih dobili le nepopolne MLVA 
profile, kjer je manjkal eden ali več lokusov. Pri 31-ih izolatih pa amplifikacije testiranih 
lokusov nismo zaznali. Posledično smo te izolate iz nadaljnje analize izločili.  
 
Z upoštevanjem najnovejših interpretacijskih smernic za tipizacijo z metodo MLVA smo 
določili devet različnih MLVA profilov. Kar 60,2 % (524/871) vseh izolatov je 
predstavljal genotip MLVA-4,5,7,2. Sledila sta mu genotipa MLVA-3,5,6,2 in MLVA-
3,6,6,2 z 18,5 % (161/871) oziroma 16,5 % (144/871). Od preostalih genotipov je MLVA-
4,5,7,3 predstavljal 2,9 % (25/871), medtem ko genotipi MLVA-4,6,7,2; MLVA-4,4,7,2; 
MLVA-4,5,6,2; MLVA-3,5,6,3 in MLVA-5,5,7,2 po manj kot odstotek. 
  
Pregled pojavnosti genotipov MLVA po posameznih letih je pokazal, da so pri nas 
najpogostejši genotipi MLVA-3,5,6,2 (18,5 %; 161/871); MLVA-3,6,6,2 (16,5 %; 
144/871) in MLVA-4,5,7,2 (60,2 %; 524/871). Prav tako smo opazili, da se razmerja v 
deležu posameznih genotipov MLVA spreminjajo. Od leta 2006 do vključno 2012 
prevladujeta (>60 % vseh) genotipa MLVA-3,5,6,2 in MLVA-3,6,6,2, ki se pojavljata v 
približno enakem razmerju. Izjema je vidna v letih 2006 in 2008. V letu 2010 med prvo 
epidemijo je odstotek genotipov MLVA-3,5,6,2 in MLVA-3,6,6,2 dosegel največji delež, 
saj sta skupaj predstavljala 80,9 % (68/84) vseh tipiziranih izolatov. V tem času smo prvič 
tudi zaznali dva izolata z genotipom MLVA-4,6,7,2. V letih 2011 in 2012 smo dokazali 
še dva nova genotipa in sicer MLVA-4,4,7,2 in MLVA-4,5,6,2. V letu 2013 je sledil 
preobrat, saj je 62,2 % (23/37) izolatov pripadalo genotipu MLVA-4,5,7,2. V letu 2014, 
ko se je začela druga epidemija, je ta delež še narasel in dosegel 71,4 % (362/507). V tem 
obdobju smo tudi dokazali posamezne genotipe MLVA-3,5,6,3; MLVA-4,5,7,3 in 
MLVA-5,5,7,2. V letu 2015, ko je število vseh izolatov upadlo zaradi zaključka 
epidemije, se je zmanjšalo tudi število redkejših genotipov (samo še MLVA-4,5,7,3 in 
MLVA-5,5,7,2). Še bolj pa se je izrazilo prevladovanje genotipa MLVA-4,5,7,2, ki je v 
2015 predstavljal 74,8 % (92/123) vseh izolatov (Slika 15).  
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Slika 15: Pojavnost posameznih genotipov MLVA po letih. S sivim okvirjem so označena leta, ko smo 
zaznali epidemijo 
Figure 15: Occurrence of respective MLVA types per year. Grey squares show the time of epidemics 
 
Zanimivo je, da smo pri istem vzorec iz leta 2010 pri katerem smo dokazali navzočnost 
DNA obeh tipov P1 tudi z metodo MLVA dobili dvojni rezultat (Slika 16). V izolatu NK 
se je nahajala DNA tako genotipa MLVA-3,5,6,2 kot tudi MLVA-4,5,7,2. Na rezultatu 
kapilarne elektroforeze smo namreč zaznali po dva vrhova v kanalu za Mpn13 in Mpn15, 
ki sta po velikosti ustrezala tema dvema genotipoma (Mpn15: 219bp – 6 ponovitev in 
240bp – 7 ponovitev; Mpn13: 389bp – 3 ponovitve in 414bp – 4 ponovitve). Ker 
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tovrstnega vzorca ni mogoče prikazati na drevesu MST za grafično ponazoritev 
sorodnosti med genotipi M. pneumoniae, smo ga iz nadaljnje analize izključili. 
 
 
 
Slika 16: Prikaz rezultatov pri izolatu 2912/10 pri katerem smo dokazali navzočnost DNA tako 
M. pneumoniae MLVA-3,5,6,2 kot tudi MLVA-4,5,7,2, kar je razvidno iz dvojnih vrhov v kanalih, kjer se 
dokazuje velikost pridelka PCR za lokus Mpn13 in Mpn15. Ta rezultat se ujema z rezultatom 
pirosekvenciranja, kjer smo pri tem vzorcu dokazali DNA M. pneumoniae P1 tipa 1 in P1 tipa 2 (Slika 13) 
Figure 16: Capillary electrophoresis results for the isolate 2912/10 which show the simultaneous presence 
of MLVA-3,5,6,2 and MLVA-4,5,7,2 type as seen from double peaks in channels for the detection of 
Mpn13 and Mpn15 fragment sizes. This result is in concordance with the pyrosequencing results shown 
previously (Figure 13) 
 
4.2.3 Ugotavljanje povezave med tipom P1 in tipom MLVA 
Ker nas je zanimalo, če obstaja povezava med tipom P1 ter genotipom MLVA smo za 
ugotavljanje te korelacije izrisali drevo MST. Iz rezultatov je razvidno, da se posamezni 
genotipi MLVA večinoma pojavljajo znotraj enega ali drugega tipa P1 z nekaj izjemami 
(Slika 17).  
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Na podlagi izolatov vključenih v raziskavo smo ugotovili, da je P1 tip 1 bolj genetsko 
heterogen od P1 tipa 2. Zaznali smo 7 genotipov MLVA, ki so v celoti ali pa veliki večini 
pripadali P1 tipu 1. Tako so vsi izolati z genotipom MLVA-4,5,7,3; MLVA-4,4,7,2; 
MLVA-5,5,7,2, MLVA-4,5,6,2 in MLVA-3,5,6,3 vedno pripadali P1 tipu 1. Nasprotno 
smo znotraj genotipov MLVA-4,5,7,2 (0,6 %; 3/523) in MLVA-4,6,7,2 (16,6 %; 1/6) 
zaznali nekaj izolatov, ki so pripadali P1 tipu 2.  
 
Znotraj P1 tipa 2 smo dokazali izolate dveh genotipov MLVA; MLVA-3,5,6,2 in MLVA-
3,6,6,2. Izolati genotipa MLVA-3,6,6,2 so v vseh primerih pripadali P1 tipu 2, medtem 
ko smo znotraj genotipa MLVA-3,5,6,2 zaznali 2 izolata (1,2 %; 2/163), ki sta pripadala 
P1 tipu 1. Genotipizacijske teste smo za neujemajoče se izolate ponovili in dobili enak 
rezultat.  
 
 
Slika 17: Minimalno vpeto drevo sorodnosti 870 tipiziranih izolatov M. pneumoniae z metodo MLVA od 
leta 2006 do vključno 2015. Velikost kroga predstavlja relativni delež posameznega genotipa. Številka na 
povezovalnih vejah pomeni število alelov v katerih se sosednja genotipa med seboj razlikujeta. Barva 
(siva/bela) predstavlja tip P1 
Figure 17: Minimum Spanning Tree of 870 MLVA typed M. pneumoniae isolates from 2006 to 2015. The 
diameter of each circle represents the relative abundance of each MLVA type. Digits on connecting lines 
show the number of different alleles. The colour (grey/white) represents P1 type 
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Izris drevesa MST za obe epidemiji posebej je pričakovano pokazal, da sta bili obe 
epidemiji poliklonskega izvora, saj je tako prvo kot drugo epidemijo povzročilo več 
različnih genotipov M. pneumoniae (Slika 18). 
 
 
 
 
Slika 18: Drevo sorodnosti MST za epidemijo maj 2010 – februar 2011 (82 izolatov) (A.). Drevo sorodnosti 
MST za epidemijo maj 2014 – februar 2015 (577 izolatov) (B.). Velikost kroga predstavlja relativni delež 
posameznega genotipa. Številka na povezovalnih vejah pomeni število alelov v katerih se sosednja genotipa 
med seboj razlikujeta. Barva (siva/bela) predstavlja tip P1 
Figure 18: MST of the epidemic from May 2010 – February 2011 (82 isolates) (A.). MST of the epidemic 
from May 2014 – February 2015 (577 isolates) (B.). The diameter of each circle represents the relative 
abundance of each MLVA type. Digits on connecting lines show the number of different alleles. The colour 
(grey/white) represents P1 type 
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V prvi epidemiji, ko je prevladoval P1 tip 2, so zaradi prej opisanih povezav med 
genotipom MLVA in tipom P1 79,3 % (65/82) vseh izolatov M. pneumoniae predstavljali 
izolati genotipov MLVA-3,5,6,2 (48,2 %; 40/82) in MLVA-3,6,6,2 (30,5 %; 25/82). 
Izolatov genotipa MLVA-4,5,7,2 je bilo 18,3 % (15/82). V tem obdobju smo zaznali še 
2/82 (2,4 %) izolata genotipa MLVA-4,6,7,2 (Slika 18). 
 
V drugi epidemiji, ko je vodilno vlogo prevzel P1 tip 1 kamor je spadalo 75,9 % (438/577) 
vseh izolatov, je prevladoval genotip MLVA-4,5,7,2, ki je predstavljal 71,4 % (412/577) 
delež. Poleg le-tega pa je znotraj P1 tipa 1 v epidemiji sodelovalo še 5 drugih genotipov 
MLVA (MLVA-4,6,7,2; MLVA-5,5,7,2; MLVA-4,5,7,3; MLVA-4,5,6,2 in MLVA-
3,5,6,3), ki pa so skupaj predstavljali 5,0 % (29/577). Izolati znotraj P1 tipa 2 so bili manj 
heterogeni saj smo, tako kot v prvi epidemiji, zaznali samo dva genotipa MLVA (MLVA-
3,5,6,2 in MLVA-3,6,6,2). Vsak od njiju je predstavljal približno polovico izolatov 
znotraj P1 tipa 2 (Slika 18). 
 
4.3 KONTROLA STERILNOSTI CELIČNE LINIJE A549 IN ASEPTIČNOSTI DELA 
Ko smo imeli znane rezultate genotipizacije kliničnih izolatov M. pneumoniae, smo lahko 
izvedli poskuse za ugotavljanje in vitro patogenosti izbranih genotipov. Ob tem smo 
morali še preveriti sterilnost celične linije A549 pred in po posameznem poskusu, da smo 
lahko rezultate šteli kot veljavne.  
 
Vsa gojišča TIO, v katera smo inokulirali celično kulturo posamezne pasaže pred in po 
poskusih, so ostala sterilna. 
 
Vse uporabljene pasaže (P) celične linije A549 (P5 do P16), ki smo jih uporabili za 
izvajanje poskusov so bile pred in po poskusih brez kontaminacije s celičnimi 
mikoplazmami. Pri nobeni od testiranih pasaž tudi nismo zaznali inhibitorjev reakcije 
PCR (Slika 19).  
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Slika 19: Elektroforeza pridelkov reakcije PCR za dokaz mikoplazem, ki lahko kontaminirajo celične linije. 
M - molekularni marker GeneRuler DNA Ladder 100bp plus (ThermoFischer scientific, ZDA); 1 do 12 - 
celična linija posamezne pasaže pred poskusom; 1a do 12a celična linija posamezne pasaže po poskusu; 1-
IC do 12-IC - interna kontrola celične linije posamezne pasaže pred poskusom; 1a-IC do 12a-IC - interna 
kontrola celične linije posamezne pasaže po poskusu; 13 - negativna kontrola; 14 - pozitivna kontrola 
Figure 19: Electrophoresis results for the detection of mycoplasmal cell line contaminants. M – Molecular 
Marker GeneRuler DNA Ladder 100bp plus (ThermoFischer scientific, ZDA); 1 to 12 cell line passage 
used before experiments; 1a to 12a cell line passage after experiment; 1-IC to 12-IC: internal PCR control 
for cell passage before experiment; 1a-IC to 12a-IC internal control for cell passage after experiment; 13 – 
negative control; 14 – positive control 
 
4.4 UGOTAVLJANJE PATOGENEZE BAKTERIJE Mycoplasma pneumoniae  
4.4.1 Ugotavljanje sposobnosti razmnoževanja izbranih genotipov bakterije 
Mycoplasma pneumoniae po okužbi celic A549 
Prvi del poskusov za ugotavljanje in vitro patogenosti posameznih genotipov 
M. pneumoniae je predstavljalo določanje sposobnosti razmnoževanja bakterij pri okužbi 
gostiteljskih celic A459, kjer nas je zanimala predvsem hitrost razmnoževanja in 
absolutno doseženo število bakterij po določenem času inkubacije. Za pridobitev teh 
podatkov smo morali najprej kvantificirati izbrane klinične izolate posameznih genotipov 
M. pneumoniae,  umeriti kvantifikacijski PCR v realnem času ter končno izvesti poskuse 
okužbe celic A549 z izbranimi izolati M. pneumoniae ter izmeriti število kopij genoma 
bakterij ob posameznih časovnih točkah inkubacije. 
 
Kogoj R. Genotipizacija bakterije Mycoplasma pneumoniae in ugotavljanje patogenosti posameznih genotipov in vitro. 
 Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019   
 
46 
4.4.1.1 Priprava živih in kvantificiranih kliničnih izolatov bakterije Mycoplasma 
pneumoniae izbranih genotipov za okužbo celic A549 
Oba standardna seva kot tudi 5 izbranih kliničnih izolatov M. pneumoniae posameznih 
genotipov so se uspešno razmnoževali v tekočem gojišču MpnB, kar smo videli kot 
spremembo barve iz rjave v zeleno, pri čemer je gojišče ostalo bistro. Spreminjanje barve 
smo pri vseh izbranih izolatih kot tudi standardnih sevih opazili med 4. in 8. dnevom 
inkubacije. Da smo bakterije pripravili v logaritemski fazi rasti, smo takoj, ko smo 
opisano spreminjanje barve opazili, inkubacijo prekinili, tekoča gojišča alikvotirali in 
zamrznili pri  -80 °C. En alikvot smo redčili in redčine v trojniku inokulirali na trda 
gojišča MpnA.  
 
Na trdih gojiščih so se kolonije mikoplazem pojavile pri vseh izbranih sevih. Ustreznost 
izolata za inokulacijo celic A549 smo določili ≥ 107 mikplazmskih celic/mL gojišča 
MpnB (Preglednica 7). Na nobenem od gojišč nismo videli kontaminacije z drugimi 
bakterijami ali glivami. 
 
Preglednica 7: Kvantifikacija standardnih sevov M. pneumoniae in izbranih kliničnih izolatov 
M. pneumoniae posameznih genotipov MLVA za pripravo inokuluma 
Table 7: Quantification by plate count method of M. pneumoniae standard strains and selected clinical 
isolates of respective MLVA types for pathogenicity experiments inoculum preparation 
Sev tip P1  tip MLVA  
Št. dni 
inkubacije 
MpnB 
Št. dni 
inkubacije 
MpnA 
Števna 
redčitev 
Povprečno št. 
kolonij na 
MpnA 
Število 
bakterij/mL 
M129 1 4,5,7,2 4 dni 12 dni 10-4 262 5,24 x 107 
FH 2 3,5,6,2 4 dni 10 dni 10-5 33 6,57 x 107 
7191/15 2 3,5,6,2 7 dni 11 dni 10-4 164 3,27 x 107 
297/15 2 3,6,6,2 4 dni 11 dni 10-5 37 7,47 x 107 
976/15 1 4,5,7,2 8 dni 12 dni 10-4 112 2,24 x 107 
7767/14 1 4,6,7,2 4 dni 12 dni 10-4 210 4,20 x 107 
459/15 1 5,5,7,2 7 dni 11 dni 10-4 203 4,05 x 107 
Št: število 
 
4.4.1.2 Umeritvena krivulja PCR v realnem času 
Rezultate vrednosti Ct za vsako posamezno koncentracijo standarda M. pneumoniae 
(Preglednica 8) smo uporabili za izris umeritvene krivulje (Slika 20). Iz naklona linearne 
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trendne črte, ki smo jo dodali na graf, smo izračunali učinkovitost PCR v realnem času, 
ki je znašala 87,06 %.  
 
Preglednica 8: Vrednosti Ct za posamezne koncentracije standarda M. pneumoniae in povprečne vrednosti 
za izris umeritvene krivulje 
Table 8: Cycle threshold values of respective M. pneumoniae quantification standard concentrations 
obtained by real time PCR for the calibration curve calculation 
Št. kopij 
genoma 
Mpn/µL 
Log vrednost št. kopij 
genoma Mpn/µL  
Ct  
ponovitev 1 
Ct  
ponovitev 2 
Ct   
ponovitev 3 
Ct 
povprečje 
1000000 6 15,57 15,60 15,55 15,57 
100000 5 19,31 19,20 19,26 19,26 
10000 4 23,20 23,21 23,23 23,21 
1000 3 27,11 27,09 27,14 27,11 
100 2 31,05 31,07 31,02 31,05 
10 1 33,52 34,34 33,93 33,93 
1 0 36,86 37,50 38,13 37,50 
Št: število, Mpn: M. pneumoniae 
 
 
Slika 20: Umeritvena krivulja kvantifikacijskega PCR v realnem času, ki prikazuje naklon -3,6768 in 
posledično učinkovitost PCR 87,06 %   
Figure 20: Quantitative real time PCR standard curve. The calculated slope is -3,6768 which translates to    
87,06 % PCR efficiency 
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Na podlagi tega smo izračunali korekcijski faktor za izračun števila kopij genoma 
mikoplazem na mililiter vzorca, ki je znašal 1,13. 
 
4.4.1.3 Hitrost razmnoževanja izbranih genotipov bakterije Mycoplasma pneumoniae v 
celični kulturi A549 
Ugotovili smo, da so se vsi izbrani genotipi M. pneumoniae in standardna seva M129 ter 
FH uspešno razmnoževali v celični kulturi po okužbi celic A549. Pri izračunu števila 
bakterij na vdolbinico smo upoštevali tako elucijski volumen (200 µL) izolirane NK, 
redčitev izolirane NK (1:10 ali 1:100) ter korekcijski faktor učinkovitosti protokola PCR 
(1,13).  
 
Vsi testirani izolati so se obnašali podobno. Po 6 h inkubacije smo dokazali vrednosti 
okrog 1.0 x 105 celic M. pneumoniae na vdolbinico. Bakterije so se počasi razmnoževale 
do  72 h inkubacije, ko so dosegle število 3,6 x 105 celic M. pneumoniae na vdolbinico. 
Nato je v času od 72 h do 120 h sledil prehod v eksponentno fazo rasti in število bakterij 
se je povečevalo hitreje. Po 120 h inkubacije so se razmnožile že na vrednost 
1.1 x 106 bakterijskih celic na vdolbinico. Naslednje štiri dni se je hitro razmnoževanje 
nadaljevalo in tako je število bakterij doseglo vrednosti okrog 6,0 x 106, nakar se je 
ustalilo (Slika 21). Izračunali smo še, da med generacijskimi časi testiranih izolatov ni 
statistično značilnih razlik (p<0,05) (Preglednica 9). 
 
Preglednica 9: Generacijski čas in izračunana vrednost p (t-test) za ugotavljanje statistično značilne razlike 
v hitrosti razmnoževanja med posameznimi testiranimi izolati in standardnimi sevi 
Table 9: Generation time and calculated p values (t-test) for assessing the statistical significance of 
replication speed between all tested isolates and standard strains 
  
generacijski čas 
[h/gen.] ± SD 
 
Std. sev 
FH 
MLVA 
3,5,6,2 
MLVA 
3,6,6,2 
MLVA 
4,5,7,2 
MLVA 
4,6,7,2 
MLVA 
5,5,7,2 
Std. sev M129 32,58 ± 2,58  p=0,9744 p=0,8505 p=0,9226 p=0,5721 p=0,8533 p=0,8098 
Std. sev FH 32,59 ± 1,85    p=0,7619 p=0,9357 p=0,4895 p=0,7677 p=0,6977 
MLVA-3,5,6,2 32,96 ± 0,77      p=0,3763 p=0,1458 p=0,9970 p=0,8823 
MLVA-3,6,6,2 32,35 ± 0,21        p=0,2285 p=0,4233 p=0,4075 
MLVA-4,5,7,2 31,38 ± 0,97          p=0,1615 p=0,0726 
MLVA-4,6,7,2 32,96 ± 0,87       p=0,8908 
MLVA-5,5,7,2 33,05 ± 0,07            
Std. sev: standardni sev; gen.: generacija; SD: standardna deviacija 
 
Med potekom teh poskusov smo spremljali tudi razmnoževanje celic A549 in 
pričakovano ugotovili, da se je število celic A549 v prvih dnevih povečevalo iz začetnega 
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števila 2,5 x 104 celic / vdolbinico vse dokler niso prerasle celotne površine vdolbinice in 
se nato do konca poskusa ustalilo nekje med 1,2 x 105 in 1,8 x 105 celic / vdolbinico. 
Prvih pet dni so celice viabilnost ohranjale blizu 100 %, medtem ko so po 120 h inkubacije 
pričele propadati in njihova viabilnost je do konca poskusa padla na 20 %. Pri 
mikroskopiranju smo opazili zaokrožene in od podlage odstopljene celice, kar smo s 
štetjem mrtvih celic po obarvanju s tripanskim modrilom (Merck Millipore, ZDA) 
dodatno potrdili. Razmnoževanja standardnih sevov M. pneumoniae M129 in FH v 
EMEM brez celic A549 nismo zaznali. 
 
Kontrole:     Genotipi MLVA:                  Povprečje vseh sevov: 
Mpn M129                      MLVA-4,5,7,2                           Povprečje 
Mpn FH      MLVA-4,6,7,2 
Mpn M129 v EMEM brez A549   MLVA-5,5,7,2 
Mpn FH v EMEM brez A549    MLVA-3,5,6,2 
Celice A549      MLVA-3,6,6,2 
Celice A549 žive 
 
Slika 21: Rastne krivulje izolatov M. pneumoniae izbranih genotipov MLVA ter standardnih sevov M129 
in FH pridobljene s kvantifikacijskim PCR v realnem času iz poskusov okužb celic A549. Na sekundarni 
osi y je povprečno celokupno število celic in živečih celic A549 za poskuse s standardnima sevoma M129 
in FH 
Figure 21: Real-time PCR based growth curves of respective M. pneumoniae MLVA types and standard 
strains M129 and FH. On the secondary y axis the average number of total and live A549 cells in 
experiments with M129 and FH is shown  
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4.4.2 Ugotavljanje citotoksičnega učinka izbranih genotipov bakterije Mycoplasma 
pneumoniae na celice A549 s testom viabilnosti 
V pogojih in vitro smo ugotavljali citotoksični učinek petih izbranih genotipov MLVA 
bakterije M. pneumoniae na celice A549 po različno dolgem času inkubacije. To smo 
določali tako, da smo viabilnost celic A549 izrazili preko merjenja metabolizma okuženih 
in neokuženih celic po času. Dobljene vrednosti za neokužene celice v času začetka 
poskusa (prve inokulacije) smo šteli kot 100 % vrednost in nanjo računali odstotek živečih 
celic za vse ostale časovne točke. 
 
Izračun vrednosti p za prikaz statistične značilnosti razlik med negativno kontrolo in 
celicami okuženimi z visoko koncentracijo bakterijskih celic sevov M. pneumoniae 
izbranih genotipov (MOI 100) je pokazala, da se tako pri standardnima sevoma kot tudi 
pri genotipih MLVA-4,5,7,2; MLVA-3,5,6,2; MLVA-5,5,7,2 statistično značilna razlika 
v odstotku živih celic med negativno kontrolo in z M. pneumoniae okuženimi celicami, 
pojavi po 96 h inkubacije. Izjema sta genotipa MLVA-3,6,6,2 in MLVA-4,6,7,2, kjer je 
bila p vrednost manjša od 0,05 že po 72 h (Preglednica 10).  
 
Rezultati testa so sicer pokazali, da neokužene celice do 48 h vzdržujejo 100 % viabilnost, 
po tem pa pričnejo počasi propadati (Preglednica 11 in Slika 22). Po 72 h, 96 h in 120 h 
smo tako v povprečju dobili 92,2 %, 89,9 % in 86,2 % preživetje. Pod mikroskopom tega 
upada odstotka živih celic morfološko ni bilo mogoče opaziti (Slika 23). V primerih, ko 
smo celice okužili z M. pneumoniae izbranih genotipov pa je bil propad celic hitrejši in 
večji. Pri vseh izolatih smo opazili, da je odstotek živih celic A549 pričel padati med 24 
in 48 h inkubacije. Prav tako je bil učinek okužbe z M. pneumoniae na celice A549 viden 
morfološko. Celice so se zaokrožile in odstopile od podlage (Slika 23). 
 
Preglednica 10: Izračun vrednosti p (t-test) za posamezno časovno točko inkubacije celic A549 z izbranimi 
genotipi M. pneumoniae glede na negativno kontrolo (neokužene celice A549) 
Table 10: Calculation of cytotoxicity statistical significance (p value; t-test) at different time points post 
infection for respective M. pneumoniae MLVA types 
 
Čas 
inkubacije 
Std. sev 
M129 
Std. sev 
FH 
MLVA 
3,5,6,2 
MLVA 
3,6,6,2 
MLVA 
4,5,7,2 
MLVA 
4,6,7,2 
MLVA 
5,5,7,2 
48 h p=0,6098 p=0,1453 p=0,1669 p=0,1055 p=0,1182 p=0,0945 p=0,5845 
72 h p=0,1233 p=0,0763 p=0,1290 p=0,0499 p=0,1512 p=0,0245 p=0,5430 
96 h p=0,0015 p=0,0021 p=0,0031 p=0,0001 p=0,0016 p=0,0010 p<0,0001 
120 h p=0,0132 p=0,0073 p=0,0011 P=0,0004 p=0,0040 p=0,0016 p=0,0005 
Std. sev: standardni sev 
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Preglednica 11: Odstotek preživetja gostiteljskih celic A549 po času, ob okužbi z M. pneumoniae izbranih 
genotipov MLVA, v primerjavi z neokuženo kontrolno celično linijo 
Table 11: Rate of living A549 cells after different times post infection with selected M. pneumoniae MLVA 
types in comparison to uninfected A549 cells 
Vzorec 
Inkubacija in delež živih celic A549 [%] / SD [%] 
3h 6h 12h 24h 48h 72h 96h 120h 
Std. sev 
M129 
100,0 / 2,7 98,5 / 2,7 97,8 / 3,1 104,3 / 0,9 95,8 / 5,2 80,0 / 6,4 60,1 / 2,3 54,9 / 3,6 
Std. sev 
FH 
100,0 / 6,6 103,7 / 8,5 98,4 / 4,3 93,9 / 2,1 89,2 / 3,9 78,5 / 4,9 53,9 / 6,1 44,2 / 7,6 
MLVA-
3,5,6,2 
100,0 / 0,1 101,8 / 1,7 100,1 / 0,8 98,3 / 4,6 90,1 / 3,2 81,6 / 4,0 48,2 / 9,4 25,6 / 1,8 
MLVA-
3,6,6,2 
100,0 / 6,4 93,6 / 7,4 91,4 / 4,9 92,0 / 5,9 85,9 / 6,8 73,0 / 8,2 26,9 / 3,3 7,7 / 1,7 
MLVA-
4,5,7,2 
100,0 / 2,1 97,0 / 1,4 95,4 / 3,0 95,7 / 1,4 89,1 / 1,3 82,4 / 3,9 61,1 / 1,8 43,9 / 0,3 
MLVA-
4,6,7,2 
100,0 / 1,5 99,9 / 2,2 98,1 / 0,8 96, 4 / 0,4 87,2 / 4,0 73,7 / 2,8 47,6 / 5,9 28,8 / 4,7 
MLVA-
5,5,7,2 
100,0 / 3,8 104,7 / 7,2 103,5 / 5,8 106,0 / 6,0 101,9 / 1,3 88,8 / 2,0 22,2 / 2,4 11,8 / 0,8 
SD: standardna deviacija, Std. sev.: standardni sev 
  
 
Slika 22: Prikaz citotoksičnega učinka standardnih sevov M. pneumoniae M129, FH in izbranih genotipov 
M. pneumoniae ter povprečje za M. pneumoniae na celice A549 
Figure 22: Graphical representation of cytotoxic effects on A549 cells after different times post infection 
for respective M. pneumoniae MLVA types 
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Kontrole: Genotipi MLVA: Povprečje vseh izolatov: 
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Slika 23: Mikroskopski izgled celic A549 pri 60x povečavi ob časovnih intervalih (t) 72 h, 96 h in 120 h 
po okužbi z M. pneumoniae M129 (A.) in FH (B.) (MOI 100) v primerjavi z negativno kontrolo (C.). Pri 
96 h in 120 h po okužbi je mikroskopsko viden citotoksični učinek okužbe na celice. Celice so se zaokrožale 
in odstopale od podlage 
Figure 23: Microscopic image of A549 cells at 60x magnification at time intervals (t) 72 h, 96 h and 120 h 
after infection with M. pneumoniae M129 (A.) and M. pneumoniae FH (B.) (MOI 100) in comparison to 
uninfected control cells (C.).  After 96 h and 120 h post infection the cytopatic effect is seen as cell rounding 
and detachment from surface  
t=72 h
 
t=96 h
 
t=120 h
 
t=72 h
 
t=96 h
 
t=120 h
 
t=72 h
 
t=96 h
 
A.)  celice A549 + M. pneumoniae M192 v MpnB 
B.)  celice A549 + M. pneumoniae FH v MpnB 
C.)  celice A549 + negativna kontrola (sterilen MpnB) 
t=120 h
 
Kogoj R. Genotipizacija bakterije Mycoplasma pneumoniae in ugotavljanje patogenosti posameznih genotipov in vitro. 
 Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019  
53 
4.4.3 Ugotavljanje imunskega odziva celic A549 na okužbo z izbranimi genotipi 
bakterije Mycoplasma pneumoniae  
4.4.3.1 Odziv z IL-1β 
Neokužene celice so v supernatant prvih pet dni inkubacije izločale približno enako 
količino citokina IL-1β (0,3 pg/mL ± 0,01 pg/mL). Na zadnji, deseti dan inkubacije je 
bila količina citokina IL-1β višja, vendar je znašala le 0,5 pg/mL ± 0,09 pg/mL. Tako pri 
standardnima sevoma M129 in FH kot tudi pri testiranih tipih MLVA je bila slika v prvih 
petih dnevih enaka. V supernatantu okuženih celic A549 smo zaznali podobno količino 
citokina IL-1β kot pri neokuženih celicah, saj razlika ni dosegla statistično značilne 
vrednosti (p<0,05). V zadnji časovni točki (240 h) pa smo za vse tipe MLVA zaznali več 
kot 2 x večjo količino citokina IL-1β v supernatantu okuženih celic v primerjavi z 
neokuženimi. Statistično značilnih razlik med sevi nismo opazili (slika 24).  
 
Slika 24: Količina sproščenega citokina IL-1β v supernatant celične kulture A549 za vsak posamezen 
testiran tip MLVA ter negativno kontrolo v osmih časovnih točkah. Z * so označeni sevi, pri katerih smo 
zaznali statistično značilno razliko v količini sintetiziranega citokina IL-1 glede na negativno kontrolo 
(p<0,05) 
Figure 24: Amount of released IL-1β in the supernatant of infected and uninfected A549 cells in eight time 
points. * shows the strains with a statistically significant difference in the synthesis of IL-1 in comparrison 
to uninfected cells (p<0,05) 
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4.4.3.2 Odziv z IL-6 
V primeru citokina IL-6 pa smo opazili drugačno situacijo. Tako pri neokuženih kot tudi 
okuženih celicah količina v supernatant sproščenega citokina IL-6 po času narašča, 
vendar različno glede na to ali so celice okužene ali ne. Pri neokuženih celicah količina v 
supernatant sproščenega citokina IL-6 dokaj konstantno narašča od vrednosti 0,8 pg/mL 
± 0,6 pg/mL po 6 h inkubacije do 14,8 pg/mL ± 3,6 pg/mL po 10 dnevih. Pri okuženih 
celicah pa smo do 48 h inkubacije zaznali približno enako količino citokina IL-6 v 
supernatantu. Od te časovne točke dalje pa je količina v supernatant sproščenega citokina 
IL-6 v primerjavi z negativno kontrolo pričela močno naraščati za oba standardna seva 
kot tudi vse testirane tipe MLVA razen MLVA-3,5,6,2. Za standardna seva smo po 72 h 
inkubacije v supernatantu zaznali kar 4 x več citokina IL-6 kot pri negativni kontroli. Pri 
testiranih sevih posameznih tipov MLVA ta porast ni bil tako izrazit, a se ta trend 
nadaljuje in po 96 h inkubacije že pri vseh sevih (razen MLVA-3,5,6,2) doseže statistično 
značilno razliko (slika 25).  
 
 
Slika 25: Količina sproščenega citokina IL-6 v supernatant celične kulture A549 za vsak posamezen testiran 
tip MLVA ter negativno kontrolo v osmih časovnih točkah. Z * so označeni sevi, pri katerih smo zaznali 
statistično značilno razliko v količini sintetiziranega citokina IL-6 glede na negativno kontrolo (p<0,05) 
Figure 25: Amount of released IL-6 in the supernatant of infected and uninfected A549 cells in eight time 
points. * shows the strains with a statistically significant difference in the synthesis of IL-6 in comparrison 
to uninfected cells (p<0,05) 
0,0
10,0
20,0
30,0
40,0
50,0
60,0
70,0
80,0
6 12 24 48 72 96 120 240
čas inkubacije v urah
******
*  ***
*******
*******
pg/mL 
      Negativna kontrola       
      Mpn M129      MLVA-4,5,7,2  MLVA-4,6,7,2         MLVA-5,5,7,2 
      Mpn FH    MLVA-3,5,6,2  MLVA-3,6,6,2  
Kogoj R. Genotipizacija bakterije Mycoplasma pneumoniae in ugotavljanje patogenosti posameznih genotipov in vitro. 
 Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019  
55 
Ta trend se nadaljuje in pri 120 h inkubacije je razvidno, da količina v supernatant 
sproščenih citokinov IL-6, kot posledica okužbe z M. pneumoniae, za vsak testiran tip 
MLVA dosega podobne vrednosti kot pri standardnima sevoma in ohranja razmerje glede 
na negativno kontrolo med 1:3 in 1:4. Izjema je sev tipa MLVA-3,5,6,2. Zmanjšane 
količine citokina IL-6 smo zaznali tako glede na ostale testirane tipe MLVA kot tudi glede 
na negativno kontrolo. 
 
4.4.3.3 Odziv z IL-8 
Tudi v tem primeru je količina v supernatant sproščenega citokina IL-8 pri neokuženih 
celicah s časom naraščala in iz začetnih 6,2 pg/mL ± 1,35 pg/mL po 6 h inkubacije na 
402 pg/mL ± 43,4 pg/mL. Smo pa pri z M. pneumoniae okuženih celicah A549 za citokin 
IL-8 zaznali najbolj jasen in buren odziv od vseh testiranih. Celice so se na okužbo z 
M. pneumoniae s tvorbo IL-8 odzvale praktično takoj, saj smo že po 6 h inkubacije pri 
obeh standardnih sevih kot tudi vseh testiranih tipih MLVA zaznali okrog 6 x višjo 
količino IL-8 kot pri neokuženih celicah. Tovrsten trend se nadaljuje pri vseh nadaljnjih 
časovnih točkah do 120 h inkubacije. V tej časovni točki se vrednosti za citokin IL-8 za 
posamezne tipe MLVA nahajajo med 500 in 750 pg/mL ± SD. Po 10 dnevih pa je količina 
IL-8 izredno visoka, saj pri skoraj vseh sevih dosega vrednosti nad 6000 pg/mL ± SD, 
razen za sev tipa MLVA-3,5,6,2. Pri tem sevu je bila končna količina izločenega IL-8 
statistično značilno  manjša kot pri ostalih testiranih genotipih in znašala 2782,3 pg/mL 
± 166,4 pg/mL (slika 26). 
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 A.) 
 
 B.)  
 
Slika 26: Izsek prvih sedmih časovnih točk iz grafa o količini sproščenega citokina IL-8 v supernatant 
celične kulture A549 (A.). Količina sproščenega citokina IL-8 v supernatant celične kulture A549 za vsak 
posamezen testiran tip MLVA ter negativno kontrolo v osmih časovnih točkah (B.). Z * so označeni sevi, 
pri katerih smo zaznali statistično značilno razliko v količini sintetiziranega citokina IL-8 glede na 
negativno kontrolo (p<0,05) 
Figure 26: Amount of released IL-8 in the supernatant of infected and uninfected A549 cells for the first 
eight time points (A.). Amount of released IL-8 in the supernatant of infected and uninfected A549 cells in 
all eight time points (B.). * shows the strains with a statistically significant difference in the synthesis of 
IL-8 in comparrison to uninfected cells (p<0,05) 
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4.4.3.4 Odziv z IFN-γ 
Pri citokinu IFN-γ smo zaznali podobno sliko kot pri IL-1β, vendar z razliko v končni 
časovni točki. Prvih pet dni poskusa se vrednost v supernatant sproščenega citokina IFN-
γ pri negativni kontroli ne spreminja in znaša okrog 0,6 pg/mL ± SD. Po 10 dnevih se 
količina vendarle poveča, ampak le na 1,1 pg/mL ± SD. Pri testiranih tipih MLVA je sicer 
opazna nekoliko višja variabilnost in vrednosti za posamezen testiran tip MLVA v 
posameznih časovnih točkah glede na negativno kontrolo dosegajo statistično značilno 
različno vrednost, vendar nekega trenda ni opaziti. Prav tako je po desetih dnevih v 
supernatantih s posameznimi tipi MLVA okuženih celic vrednost citokina IFN-γ višja, 
vendar se od negativne kontrole ne razlikuje statistično značilno (slika 27).  
 
  
Slika 27: Količina sproščenega citokina IFN-γ v supernatant celične kulture A549 za vsak posamezen 
testiran tip MLVA ter negativno kontrolo v osmih časovnih točkah  
Figure 27: Amount of released IFN-γ in the supernatant of infected and uninfected A549 cells in eight time 
points 
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4.4.3.5 Odziv z TNF-α 
Tudi pri citokinu TNF-α tekom celotnega poskusa nismo zaznali statistično značilnih 
sprememb glede na neokužene celice. Podobno kot za IFN-γ vrednost, v supernatant 
sproščenega TNF-α, v zadnji časovni točki malenkostno naraste, ne glede na to ali so 
celice okužene ali ne. Nekoliko izstopa le standardni sev FH, pri katerem smo vseskozi 
zaznali višje vrednosti citokina TNF-α, vendar zopet ni opazen specifičen trend (slika 28). 
 
 
Slika 28: Količina sproščenega citokina TNF-α v supernatant celične kulture A549 za vsak posamezen 
testiran tip MLVA ter negativno kontrolo v osmih časovnih točkah 
Figure 28: Amount of released TNF-α in the supernatant of infected and uninfected A549 cells in eight time 
points  
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5 RAZPRAVA 
5.1 EPIDEMIOLOGIJA OKUŽB Z BAKTERIJO  Mycoplasma pneumoniae V 
SLOVENIJI IN SVETU 
Spremljanje pojavljanja okužb dihal, ki jih povzroča bakterija M. pneumoniae se je začelo 
praktično takoj po odkritju tega patogena. Čeprav so tovrstne raziskave bile dolgo močno 
ovirane zaradi zahtevne in relativno slabo občutljive laboratorijske diagnostike, ki je 
temeljila na dolgotrajnem postopku kultiviranja ali dokazovanja protiteles s testi vezave 
komplementa ali hladnih aglutininov (Jacobs, 2012), so raziskovalci kmalu opazili 
zanimiv epidemiološki vzorec. Tudi z razvojem sodobnejših in bolj učinkovitih ter 
dostopnih metod za dokazovanje okužb z M. pneumoniae, ki temeljijo na dokazu NK 
(Dumke in Jacobs, 2009) in posledično več možnosti za izvajanje tovrstnih raziskav, so 
se omenjena odkritja dodatno podprla. Danes vemo, da so okužbe dihal z M. pneumoniae 
ubikvitarno razširjene in stalno navzoče po celem svetu z manjšim porastom v številu 
primerov proti koncu poletja in zgodaj jeseni v času endemskega pojavljanja okužb 
(Othman in sod., 2005; Almasri in sod., 2011) ter ponavljajočimi se epidemijami na tri 
do sedem let. V času epidemije, ki traja eno do dve leti, število bolnikov naraste (Jacobs 
in sod., 2015; Yamazaki in Kenri, 2016; Waites in sod., 2017).  
 
Čeprav smo v naši raziskavi zajeli le 10 letno obdobje (2006-2015) se rezultati kažejo v 
skladu z načinom pojavljanja okužb z M. pneumoniae, ki ga opisujejo drugi raziskovalci. 
Z upoštevanjem kriterija, da je za opredelitev epidemije potrebno vsaj 3 mesečno 
zaporedno pojavljanje okužb nad dolgoletnim povprečjem, smo v Sloveniji zaznali dve 
jasno izraženi epidemiji točno štiri leta narazen (2010 in 2014) in trajanjem 10 mesecev. 
To je nekoliko manj kot opisujejo drugi raziskovalci. Delež bolnikov, ki so bili pozitivni 
na DNA M. pneumoniae je bil najvišji v zimskem času. Opazimo lahko še, da je pred in 
po obeh epidemijah, delež pozitivnih bolnikov ostal večji od vrednosti v endemskih 
obdobjih in le malo pod dolgoletnim povprečjem. To nakazuje na bolj postopno večanje 
in vpadanje števila okužb s to bakterijo kar obdobje, ko je M. pneumoniae v populaciji 
bolnikov z okužbo dihal navzoča v večjem deležu, podaljša (Kogoj in sod., 2015).  
 
Na Danskem so proti koncu avgusta 2010 z metodo PCR v realnem času opazili porast 
primerov okužb z M. pneumoniae, ko je bilo pozitivnih 10 % vseh testiranih bolnikov. 
Rast deleža pozitivnih bolnikov se je nadaljevala v septembru in oktobru ter dosegla 
vrednosti okrog 15 % (Rasmussen in sod., 2010). Za tem je sicer sledil hiter upad na 
vrednosti običajne za endemska leta, a je proti koncu leta 2011 prišlo do še večjega vala 
okužb. Pozimi 2011 je bilo skoraj 25 % vseh testiranih bolnikov pozitivnih na 
M. pneumoniae. Raziskovalci so oba vala opredelili kot del ene epidemije sestavljene iz 
dveh delov, ki je prizadela celotno državo hkrati (Uldum in sod., 2012). Svojo razlago o 
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združeni epidemiji iz dveh delov so podkrepili z rezultati iz raziskav preteklih let (Lind 
in sod., 1997). Pri naših rezultatih vidimo podobno. Do visokega deleža na 
M. pneumoniae pozitivnih bolnikov v primerjavi z endemskimi leti je prvič prišlo že v 
času od novembra 2009 do januarja 2010. Vrednosti so v februarju, marcu in aprilu sicer 
padle na nekaj nad 7 %, kar pa je le malo manj od dolgoletnega povprečja. Nato je sledilo 
obdobje epidemije (maj 2010 do februar 2011) in za tem še relativno visoke vrednosti 
malo pod in občasno nad dolgoletnim povprečjem do decembra 2012. Od januarja do 
marca 2012 so vrednosti padale do aprila 2012, ko sploh nismo zaznali nobenega primera 
več. Če epidemijo 2010/11 pogledamo širše in upoštevamo rezultate danskih 
raziskovalcev (Uldum in sod., 2012), bi lahko rekli, da je tudi v Sloveniji bila epidemija 
sestavljena iz dveh, morda celo treh valov in je tako trajala od novembra 2009 do 
decembra 2011 kar pa je približno dve leti. 
 
Podobno so opazili tudi na Norveškem. Septembra 2011 so Blystad in sod. (2012) opazili 
hitro povečevanje števila okužb z M. pneumoniae, ki so jih dokazali s PCR ali dokazom 
protiteles. V letu 2011 so tako v zadnjih mesecih leta (september do december) dokazali 
več kot 10.000 primerov okužb dihal z M. pneumoniae. Podatkov za kasnejše obdobje ni 
na voljo in iztek te epidemije ni povsem jasen, je pa razvidno, da na Norveškem, za razliko 
od Slovenije, v letu 2010 še niso zaznali porasta števila okužb. Raziskovalci so v tej 
raziskavi analizirali še podatke od leta 1984 dalje in ugotovili, da tudi pri njih 
M. pneumoniae redno povzroča epidemije v intervalih na 5 do 7 let (1987, 1993, 2000, 
2006, 2011/12) (Blystad in sod., 2012).  
 
Nekoliko bolj podobno sliko naši in tisti na Danskem so v tem času objavili tudi 
raziskovalci iz Finske. Njihovi podatki spremljanja okužb z M. pneumoniae od leta 1995 
naprej tudi kažejo na ponavljajoče se epidemije. Zaznali so jih v času od 1995-1996, 
2000-2002, 2004-2006 in 2010-2011. Zadnja epidemija je po njihovih podatkih 
obsežnejša od vseh prejšnjih in se je pričela oktobra 2010 in z manjšimi fluktuacijami 
trajala najmanj do konca leta 2011. Od te točke dalje pa ni več na voljo objavljenih 
podatkov in tudi v tem primeru ne vemo, kdaj se je epidemija končala. Raziskovalci 
priznavajo, da nimajo podatka o obsegu testiranj za predhodne epidemije in zato 
poudarjajo, da ni nujno epidemija 2010/11 mnogo obsežnejša od prejšnjih in, da je 
potrebno njihove podatke interpretirati s previdnostjo (Polkowska in sod., 2012).  
 
Tudi Švedski raziskovalci, ki so pregledali obdobje od 2002 do 2011, so opazili velik 
porast v številu primerov okužb z M. pneumoniae v spomladanskem in zimskem delu leta 
2010 ter nadaljnje večanje v 2011. Takrat je bilo pozitivnih kar 23 % testiranih bolnikov. 
Tudi ta raziskovalna skupina je znotraj intervala zajetega v raziskavo opisala še epidemijo 
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v obdobju 2005-2006, ki pa je v njihovem primeru, zaradi približno enakega števila 
testiranj, dokazano podobnega obsega (Linde in sod., 2012). 
 
Iz opisanih podatkov vidimo, da so bile epidemije z M. pneumoniae v letih 2005/2006 in 
2010/2011 časovno precej usklajene in navzoče po celotnem severnem delu Evrope. To 
potrjujejo tudi podatki iz Škotske (Gadsby in sod., 2012) in Anglije z Walesom (Chalker 
in sod., 2012). 
 
Za druge dele Evrope je podatkov manj, a rezultati raziskave iz Lyona v Franciji, v kateri 
so raziskovalci proučili obdobje od 2003 do 2011, potrjujejo do sedaj opisano sliko. V 
tem časovnem intervalu so dokazali dve epidemiji. Prvo v letih 2005 in 2006 ter drugo v 
2010 in 2011. Za prvo je bil značilen le manjši porast v odstotku primerov okužbe z 
M. pneumoniae iz 1,2 % v letu 2004 na 5,5 % v letu 2005, manjši vpad v letu 2006 na 
4,7 % in nato vrnitev na podobno raven kot pred epidemijo. Za tem pa je sledil začetek 
naslednje epidemije, ki je bila obsežnejša, saj je odstotek pozitivnih bolnikov v letu 2010 
skočil na 7,0 % in še zrasel v letu 2011 na 7,9 % (Eibach in sod., 2012). Enako so pokazali 
tudi raziskovalci v Izraelu, kjer so tudi v obdobju med 2007 in 2012 zaznali dve epidemiji. 
Konec epidemije iz leta 2006 ter epidemijo 2010/2011 (Nir-Paz in sod., 2012). 
 
V raziskavi, katere namen je bil ugotavljanje odpornosti M. pneumoniae proti 
makrolidom v Italiji v mestu Bari (južna Italija), so opozorili na epidemijo okužb s to 
bakterijo, ki se je pričela v poznem poletju 2010 in se nadaljevala v jesen. V tem času se 
je delež na M. pneumoniae pozitivnih otrok v primerjavi s predhodnimi tremi leti povišal 
iz 3 % na 12 % (Chironna in sod., 2011). Podoben podatek prihaja tudi iz severne 
Kitajske, kjer so sicer opazovali le krajše časovno obdobje od 2011 do 2016, a tudi tam 
opazili večje število primerov v obdobju 2011-2012. Glede na Evropske podatke pa 
opazimo razliko, saj je visok odstotek (>20 % pozitivnih) bolnikov vztrajal še v letu 2013, 
po tem pa strmo padel in se v naslednjih letih ustalil okrog 5 % (Qu in sod., 2018). 
Presenetljivo malo je podatkov za severno Ameriko, kjer ni raziskav o epidemioloških 
lastnostih okužb z M. pneumoniae na večjem geografskem področju ali daljšem časovnem 
obdobju, temveč le objave o majhnih lokalnih izbruhih (Diaz in sod., 2015b). 
Longitudinalna raziskava, ki so jo izvedli v eni izmed bolnišnic v Seattlu, med leti 1963 
in 1975, je prav tako ugotovila izmenjujoča se endemska in epidemska obdobja. Znotraj 
proučenega časovnega okvirja so ugotovili dve epidemiji (1967 in 1974) v katerih je 
odstotek za M. pneumoniae pozitivnih bolnikov iz običajnih 2 % narasel preko 35 % (Foy 
in sod., 1979). 
 
Kogoj R. Genotipizacija bakterije Mycoplasma pneumoniae in ugotavljanje patogenosti posameznih genotipov in vitro. 
 Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019  
62 
Raziskovalci iz Anglije so tekom raziskave ugotavljanja pogostosti odpornosti 
M. pneumoniae proti makrolidom v njihovi državi v letu 2015 opazili nenavadno veliko 
število primerov okužb s to bakterijo. V primerjavi s prejšnjimi leti, ko je bilo teh okužb 
manj sklepajo, da ni moč izločiti morebitne nove epidemije (Brown in sod., 2015). 
Podobno so raziskovalci iz Sydneyja v Avstraliji objavili raziskavo, v kateri so v letu 
2015 dokazali porast števila primerov okužb z M. pneumoniae pri otrocih s pljučnico ali 
encefalitisom, glede na prejšnja leta in ravno tako opozorili na morebitno epidemijo 
(Britton in sod., 2017). Bolj jasna podatka o novi epidemiji prihajata iz Japonske in 
Kitajske. Tam so opisali veliko število okužb z M. pneumoniae od poletja 2015 preko 
zime in v začetku 2016 (Yamazaki in Kenri, 2016; Yan in sod., 2016; Qu in sod., 2018; 
Xue in sod., 2018).  
 
V desetletnem obdobju smo okužbo z M. pneumoniae dokazali pri 51 % (752/1477) 
moških in 49 % (725/1477) žensk, kar je v skladu z opazovanji drugih raziskovalcev 
(Markham, 1979; Waites in Talkington, 2004). Najpogosteje so zbolevali otroci stari med 
5 in 14 let (23,4 % do 30,7 %) ter mlajši od 5 let (13,5 %) in odrasli do 39. leta starosti 
(med 9,9 % in 13,5 %). Pri osebah starejših od 40 let so bile okužbe z M. pneumoniae 
ravno tako navzoče, a v mnogo manjšem deležu (1,1 % do 4,5 %). Tak vzorec pojavljanja 
okužb raziskovalci opažajo že od leta 1979 (Foy in sod., 1979) pa vse do danes (Korppi 
in sod., 2004; Jain in sod., 2015).  Evropske raziskave, ki so opredelile epidemijo 2010/11 
so pokazale še, da so tudi v času epidemije najpogosteje zbolevali otroci v starosti med 5 
in 14 let (Eibach in sod., 2012; Polkowska in sod., 2012). Na osnovi naše analize 
podatkov vidimo, da tovrstna razporeditev okužb velja tudi pri nas.  
 
Zanimiv epidemiološki vzorec pojavljanja okužb z M. pneumoniae postavlja veliko 
vprašanj. Zdi se, da je glavno vprašanje kaj vpliva na to, da se epidemije ciklično 
ponavljajo na dokaj reden časovni interval. Najbolj očiten razlog se zdi povezava med 
spreminjanjem prevladujoče genetske različice v populaciji in pojavljanjem epidemij 
(Jacobs in sod., 1996). Z iskanjem odgovora na to vprašanje se raziskovalci po celem 
svetu ukvarjajo že vse od razvoja osnovne tipizacijske metode M. pneumoniae, na podlagi 
gena za beljakovino P1 v upanju, da bi našli povezave med epidemijami in genotipom 
M. pneumoniae (Sasaki in sod., 1996). 
 
Glavna omejitev tega dela raziskave je predvsem majno število testiranih bolnikov v 
obdobju od leta 2006 do 2009, ko smo jih testirali manj kot 1000 na leto. Posledično je 
bilo majhno tudi število vzorcev DNA M. pneumoniae in še manjše število izolatov, ki 
smo jih lahko molekularno opredelili.  
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5.2 GENOTIPIZACIJA BAKTERIJE Mycoplasma pneumoniae V SLOVENIJI IN 
SVETU 
5.2.1 Tipizacija na podlagi gena za beljakovino P1 
Najstarejši podatki o krožečih tipih P1 M. pneumoniae v Evropi segajo v leto 1962. V 
retrospektivni raziskavi so z metodo RFLP proučili 103 shranjene izolate M. pneumoniae 
pridobljene v Belgiji, v obdobju od leta 1962 do 1994, in 50 izolatov iz Francije od leta 
1977 do 1994. Čeprav so pregledali le majhno število izolatov, so v obdobju 1987/88 in 
1991/93, ko je bilo povečano število primerov okužb, opazili spremembo v 
prevladujočem genotipu. Pokazali so, da je v epidemiji 1987/88 v obeh državah 
prevladoval P1 tip 2, ki ga je v epidemiji 1991/1993, prav tako v obeh državah, nadomestil 
P1 tip 1 (Cousin-Allery in sod., 2000). Za podobno časovno obdobje so na voljo tudi 
podatki iz Japonske. V raziskavo, ki je zajela obdobje od leta 1976 do 1994, so vključili 
250 izolatov M. pneumoniae, ki so jih ravno tako genotipizirali z metodo RFLP. Tudi ta 
raziskovalna skupina do leta 1979 ni imela na voljo veliko izolatov M. pneumoniae, a so 
vse določili kot P1 tip 2. Od prve epidemije leta 1983 so opazili trend v naraščanju 
pogostosti izolatov P1 tipa 1, vse do skoraj absolutne prevlade v času med 1986 in 1990. 
V času druge epidemije (leta 1988) so zaznali izključno izolate M. pneumoniae P1 tipa 1. 
Leta 1992 so imeli naslednjo epidemijo in odstotek izolatov M. pneumoniae P1 tipa 2 je 
ponovno pričel naraščati. V tistem obdobju je znašal malo pod 40 %. Trend se je 
nadaljeval in v letu 1994 je P1 tip 2 že popolnoma prevladoval z več kot 90 % (Sasaki in 
sod., 1996). 
 
Z nadaljevanjem teh raziskav na Japonskem v obdobju od leta 1995 do 2005 so časovno 
spreminjanje prevladujočega tipa P1 dodatno potrdili. Njihovi rezultati kažejo, da v času 
med letom 1995 in 2001 pri vzorcih zajetih v raziskavo ni bilo nobenega izolata 
M. pneumoniae P1 tipa 1. Vsi izolati so pripadali P1 tipu 2 ali variaciji 2a. V letu 2002 
pa so že opazili pojav izolatov P1 tipa 1, ki so na koncu leta predstavljali 40 %. V letu 
2003 se je ta trend nadaljeval in izolati P1 tipa 1 so predstavljali že 67 %. V letih 2004 in 
2005 pa izolatov P1 tipa 2 ni bilo več. Ostalo je le manj kot 10 % izolatov variante 2a 
(Kenri in sod., 2008). Integracija podatkov obeh longitudinalnih japonskih raziskav je 
pripeljala do spoznanja, da se prevladujoči P1 tip na Japonskem vsakih 8 do 10 let, preko 
obdobja dveh let, zamenja. Prevladujoči P1 tip po menjavi vztraja še 7 let in se nato v 
naslednjih dveh letih zamenja z drugim. Obdobja menjav so opazili v letih 1983/84, 
1992/93 in 2001/03. Fenomen so poimenovali »type shift« (Kenri in sod., 2008). To 
odkritje je povzročilo veliko zanimanja, saj so raziskovalci razmišljali, da bi ta 
sprememba lahko bila povezana s cikličnim pojavljanjem epidemij, oziroma bila celo 
vzrok zanje. Predvidevajo, da naj bi prišlo do tipsko specifičnega imunskega odziva, ki 
populacijo ljudi ščiti pred prevladujočim P1 tipom in zato se epidemija zajezi. Zaradi 
rekombinacij med funkcionalnim genom P1 ter ponovitvami RepMP na drugih regijah 
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znotraj genoma M. pneumoniae se beljakovina P1 spremeni, ta subpopulacija se zaradi 
selektivne prednosti razširi in ker tipsko specifičen imunski odziv ne prepozna več tega 
tipa M. pneumoniae se lahko zgodi nova epidemija (Pereyre in sod., 2007). Takšen sklep 
do neke mere podpirajo tudi raziskave drugih raziskovalcev (Cousin-Allery in sod., 2000; 
Dumke in sod., 2003; Martinez in sod., 2010; Spuesens in sod., 2012; Diaz in sod., 2015b) 
kot tudi naši rezultati, čeprav nihče, vključno z nami, ni v časovnem obdobju zajetem v 
raziskavo dokazal absolutne zamenjave tipa P1 M. pneumoniae.  
 
V Sloveniji smo v časovnem obdobju od 2006 do 2015 opazili prevladovanje P1 tipa 2 
od leta 2006 do epidemije 2010/11. V letu 2010 je bil delež okužb z M. pneumoniae P1 
tipa 2 največji, saj je znašal 79,2 % (168/212). Čeprav lahko v letu 2011, ko se je 
epidemija iztekala, že opazimo naraščanje deleža okužb z M. pneumoniae P1 tipa 1 pa je 
očiten preobrat viden v času iz leta 2012 na 2013. V enem letu je prišlo do porasta deleža 
okužb s P1 tipom 1 za 30 % (iz 37,0 % v letu 2012 na 67,2 % v letu 2013). Ta trend se je 
preko epidemije v letih 2014/15 še nadaljeval in ob koncu leta 2015 je odstotek okužb z 
M. pneumoniae P1 tipa 1 obsegal 80,1 % (141/176). V podobnem časovnem okvirju so 
drugje po svetu pokazali zelo različne rezultate genotipizacije. 
 
V Franciji so na področju Bordeauxa in Caena ugotovili, da je epidemijo 2011 v glavnem 
povzročila M. pneumoniae P1 tipa 1, saj je ta tip predstavljal 81,6 % vseh sevov. 
Raziskovalci so opazil še, da je M. pneumoniae P1 tipa 1 v letih pred epidemijo (2009-
2011) pridobival na pogostosti (Pereyre in sod., 2013). Podobno ugotavljajo raziskovalci 
iz Italije, ki so tudi ugotovili, da je epidemijo pri otrocih leta 2010/11 v več kot 82 % 
primerov povzročila M. pneumoniae P1 tipa 1 (Chironna in sod., 2011). Nasprotno so 
pokazali v Rusiji, kjer so v Smolensku za obdobje od februarja do oktobra 2010 dokazali 
59 % M. pneumoniae P1 tipa 2 (Edelstein in sod., 2016).  
 
Tudi v raziskavi sedemnajstih izbruhov okužb z M. pneumoniae iz različnih področji cele 
severne Amerike v obdobju od leta 2006 do 2013, ki so jo za Center za nadzor bolezni 
(angl. Centers for Disease Control and Prevention - CDC) v ZDA opravili raziskovalci iz 
Atlante ugotovili, da je delež sevov M. pneumoniae P1 tipa 1 prevladoval v letih od 2006 
do 2009 (med 80 in 100 %) nato pa ves čas padal in se od leta 2011 dalje ustalil na 
vrednostih okrog 50 % (Diaz in sod., 2015b).  
 
Našim rezultatom bolj podobno sliko so pokazali v Kolumbiji. V obdobju epidemije 
2011/12 so v mestu Medellin okužbo z M. pneumoniae P1 tipa 2 dokazali pri kar 96,1 % 
(50/52) otrok z doma pridobljeno mikoplazmsko pljučnico (Copete in sod., 2018). Čisto 
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nasprotje so opazili v Čilu, kjer so v enakem obdobju ugotovili, da so bile za 78,3 % vseh 
primerov okužb z M. pneumoniae odgovorne M. pneumoniae P1 tipa 1 (Martinez in sod., 
2010). 
 
V obdobju od leta 2010 do 2012 so v veliki multicentrični raziskavi v Pekingu, ki je 
vključila 12 bolnišnic ugotovili, da je v času epidemije 81,6 % (111/136) izolatov 
M. pneumoniae pripadalo v P1 tip 1 in 18,4 % (25/136) v P1 tip 2 (Qu in sod., 2013; Xue 
in sod., 2014). Nadaljevanje te raziskave v letih po epidemiji pa je pokazalo, da je 
odstotek M. pneumoniae P1 tip 2 hitro narasel na nekaj več kot 40 % že v letu 2013 (Zhao 
in sod., 2015). Podobna multicentrična raziskava v Tokiu na Japonskem, ki je zajela 12 
pediatričnih oddelkov je v obdobju od aprila 2011 do decembra 2013 ugotovila absolutno 
prevlado M. pneumoniae P1 tipa 1 (Kubota in sod., 2015). Zanimivo pa so na drugem 
delu Kitajske, v Hongkongu v podobnem obdobju (2011-2014) opazili drugačno 
situacijo. Tako pred kot po epidemiji je bilo pojavljanje P1 tipov bolj uravnoteženo z 
rahlim a statistično neznačilnim trendom zmanjševanja okužb z M. pneumoniae P1 tipa 2 
in njegovo nadomeščanje s P1 tipom 1 tekom epidemije (Ho in sod., 2015). Nekaj 
podobnega so opisali v Avstraliji, v obdobju od leta 2008 od 2012, kjer so tudi ugotovili 
uravnoteženo pojavljanje obeh P1 tipov (Xue in sod., 2014). »Type shift-u« bolj podobno 
situacijo so opisali na Tajskem v raziskavi, ki je zajela dve provinci (Nakhon Phanom in 
Sa Kaeo). Pokazali so premik iz prevladovanja P1 tipa 1 v 2009 in 2010 na prevladovanje 
P1 tipa 2 v 2011 in 2012 (Whistler in sod., 2017).  
 
Upoštevajoč zgoraj navedene podatke lahko sklepamo, da je bil prevladujoči P1 tip v 
časovno relativno usklajeni svetovni epidemiji 2010/11/12 različen glede na geografsko 
področje. 
 
Čeprav se naši rezultati skladajo s teorijo »type shift« in bi z njo lahko razložili vzrok za 
epidemijo v Sloveniji leta 2014/15 pa moramo biti pri tovrstnem sklepanju previdni, saj 
obstajajo tudi raziskave, ki teorijo »type shift« kot vodilo cikličnih epidemij ne podpirajo. 
Prvi problem predstavlja dejstvo, na katerega so opozorili že sami raziskovalci, ki so 
razvili teorijo »type shift«. Čeprav se je prevladujoči P1 tip M. pneumoniae v časovnih 
obdobjih menjal, ta sprememba ni povsem sovpadala s pojavljanjem vseh epidemij 
(Sasaki in sod., 1996). Drugi problem pa predstavlja nemalo empiričnih podatkov iz 
nekaterih raziskav v Evropi, ki kažejo na drugačno populacijsko dinamiko P1 tipov 
M. pneumoniae. Francoski raziskovalci so po prevladovanju P1 tipa 1 od leta 1994 do 
1995 opazili postopno vpadanje pogostosti tega tipa do leta 1998. Od leta 1998 dalje do 
konca raziskave leta 2006 raziskovalci opisujejo enakomerno pojavljanje obeh tipov P1 
z manjšimi fluktuacijami okrog 50 % (Pereyre in sod., 2007). Podobno ugotavljajo 
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raziskovalci iz pokrajine Saške v Nemčiji, kjer so pri pregledu obdobja od 2003 do 2013 
ravno tako ugotovili uravnoteženo pojavljanje obeh tipov P1 M. pneumoniae v manjših 
fluktuacijah okrog 50 % tako pred med kot po veliki epidemiji leta 2011/12 (Jacobs in 
sod., 2015). Še ena podobna raziskava v sodelovanju med Nemčijo in Švico je za slednjo 
zopet pokazala približno 50 % delež obeh tipov P1 v obdobju treh let med 2003 in 2006 
(Dumke in sod., 2006). V nobeni od teh raziskav niso uspeli pojasniti zakaj so dobili tak 
rezultat. 
V letu 2010 smo pri enem bolniku dokazali sočasno dvojno okužbo z obema tipoma P1 
M. pneumoniae. V našem primeru izgleda, da gre za izoliran in zelo redek pojav, a je 
nekaj takšnih slučajev že bilo opisanih na Kitajskem. Predvidevajo, da je število takšnih 
okužb celo večje, vendar jih zaradi tehničnih omejitev metod, ki so na voljo, najverjetneje 
spregledamo (Zhao in sod., 2015).  
 
Zaključimo lahko, da jasnega vzroka za relativno redne epidemije na podlagi podatkov, 
ki jih nudi genotipizacija na podlagi gena za beljakovino P1, ne moremo ugotoviti. Z 
namenom, da bi lahko ta fenomen bolje proučili in razumeli z bolj diskriminatorno 
genotipizacijsko metodo, smo izvedli še metodo MLVA. 
 
5.2.2 Tipizacija z metodo MLVA 
Zaradi diskriminatornega indeksa po Hunter-Gaston (HGDI) genotipizacije 
M. pneumoniae na osnovi gena za beljakovino P1 (HGDI = 0,511) so razvili metode z 
višjo diskriminacijsko močjo s katerimi so pričakovali, da bodo lahko bolje razložiti 
nekatere epidemiološke lastnosti M. pneumoniae. Med razvitimi metodami je tudi metoda 
MLVA za katero je bil sprava izračunan HGDI = 0,915. Ker so z nadaljnjimi raziskavami 
pokazali, da je lokus Mpn1 preveč variabilen in nestabilen so ga iz sheme odstranili 
(Chalker in sod., 2015), posledično je sedaj indeks HGDI 0,633 (Lee in sod., 2018). Kljub 
temu je to trenutno metoda, ki jo raziskovalci največ uporabljajo za genotipizacijo 
M. pneumoniae. Ne glede na to pa je podatkov v primerjavi s tipizacijo na osnovi gena 
p1 zelo malo. Ker so, zaradi kasnejše uvedbe novih interpretacijskih kriterijev, na voljo 
raziskave izvedene tako po prvotnem interpretiranju kot novem, je primerjava rezultatov 
še nekoliko težja, a večinoma je razvidno, da so rezultati podobni našim.  
 
V naši raziskavi smo odkrili 9 tipov MLVA. Opazili smo, da so glavni in stalno navzoči 
trije tipi MLVA, ki predstavljajo kar 95,2 % izolatov. To so MLVA-4,5,7,2, MLVA-
3,5,6,2 in MLVA-3,6,6,2. Izkaže se, da so ti trije genotipi najbolj razširjeni povsod po 
svetu. 
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V Franciji v mestih Bordeaux in Caen so v času epidemije 2011 z metodo MLVA 
analizirali 94 vzorcev bolnikov okuženih z M. pneumoniae ter ugotovili, da je v obeh 
mestih v času epidemije močno prevladoval genotip MLVA-4,5,7,2, ki je predstavljal kar 
76 % vseh izolatov. Sledil mu je genotip MLVA-3,5,6,2 pri 12,7 % izolatih. Preostalih 
11,3 % pa so predstavljali manj pogosti genotipi MLVA (Pereyre in sod., 2013). V 
enakem časovnem obdobju so tudi v Angliji in Walesu dokazali največ okužb z MLVA-
4,5,7,2. Ravno tako sta bila pogosta MLVA-3,5,6,2 in MLVA-3,6,6,2 (Chalker in sod., 
2011; Chalker in sod., 2012). V Izraelu so ob pregledu epidemije v Jeruzalemu leta 2010 
ugotovili, da so jo povzročali genotipi MLVA-4,5,7,2 v 51,2 %, MLVA-3,6,6,2 v 39,0 % 
in MLVA-3,5,6,2 v 17,1 % (Pereyre in sod., 2012a). V ZDA je bil med leti 2006 in 2013 
najpogosteje dokazan genotip MLVA-4,5,7,2 (54 %), MLVA-3,5,6,2 (32 %) in MLVA-
3,6,6,2 (11 %). Ostali tipi (MLVA-3,5,7,2, MLVA-4,4,7,2 in MLVA-4,6,7,2) so bili 
dokazani le redko (Diaz in sod., 2015b). V veliki raziskavi iz Kitajske, ki je zajela 6 mest 
razpršenih po celotnem ozemlju države z namenom pridobiti čimbolj reprezentativne 
rezultate, so raziskovalci ugotovili, da v letu 2016 povsod razen v enem mestu, kjer je na 
prvem mestu MLVA-3,6,6,2, prav tako močno prevladuje MLVA-4,5,7,2. Le-tega so 
našli pri 72,1 % vseh testiranih izolatov. Sledi mu MLVA-3,5,6,2 z 22,1 %, MLVA-
4,5,7,3 z 4,1 %, MLVA-4,5,5,2 z 1,2 % in MLVA-3,6,6,2 z 0,6 % (Xue in sod., 2018). V 
Avstraliji so zanimivo, kot najpogostejši genotipi MLVA v obdobju med 2008 in 2012 
odkrili MLVA-3,5,6,2 s 40,0 %, za njim MLVA-4,5,7,2 s 33,3 % in MLVA-3,5,7,2 s 16,6 
%. Ostalo predstavljajo redki genotipi MLVA (Xue in sod., 2014). V raziskavi na 
Tajskem, ki je zajela obdobje 2009 do 2012 so zopet kot najpogostejši zaznali genotip 
MLVA-4,5,7,2 v 59,0 %. Sledili so mu MLVA-3,5,6,2 v 34,5 %, MLVA-4,5,7,3 v 6,4 % 
in MLVA-3,6,6,2 v 3,7 % (Whistler in sod., 2017). Nič drugače niso odkrili tudi Japonski 
raziskovalci v obdobju med 2004 in 2014, ko je bil najpogostejši genotip MLVA-4,5,7,2 
z 52,2 %. V približno pol manjšem odstotku so dokazili MLVA-3,5,6,2 (22,2 %) in 
MLVA-4,5,7,3 (21,6 %). Precej redek je bil genotip MLVA-3,6,6,2 z 1,4 % (Suzuki in 
sod., 2017). 
 
Skupno točko vsem raziskavam sta vedno dokazana genotipa MLVA-4,5,7,2 in MLVA-
3,5,6,2 ne glede na endemsko ali epidemično obdobje. V veliko primerih ta dva genotipa 
spremljata še MLVA-4,5,7,3 in MLVA-3,6,6,2. V raziskavah so ugotovili, da ti genotipi 
ne izginejo iz populacije, pač pa se njihova pogostost spreminja. Zanimivo je, da smo v 
naši raziskavi vedno dokazali MLVA-3,5,6,2 in MLVA-3,6,6,2 v podobnem razmerju, 
razen v letu 2008, ko je večino predstavljal MLVA-3,5,6,2. Pri zgoraj omenjenih 
raziskavah vidimo, da so drugi raziskovalci MLVA-3,6,6,2 mnogo redkeje dokazali kot 
MLVA-3,5,6,2. Izjema je Izrael. Zakaj so ostali raziskovalci MLVA-3,5,6,2 dokazovali 
v višjih odstotkih kot MLVA-3,6,6,2 je iz njihovih podatkov nemogoče razložiti. Možna 
razlaga je v majhnem številu vzorcev, saj večina teh raziskav ni pregledala več kot dvesto 
izolatov. 
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Večino od ostalih, redkih genotipov MLVA, ki smo jih v desetletnem obdobju dokazali, 
so do sedaj odkrili tudi nekateri drugi raziskovalci. Prav tako, kot v našem primeru, so jih 
dokazali v mnogo manjšem odstotku. Pri največjem številu drugih raziskav je mogoče 
zaslediti genotip MLVA-4,5,7,3, ki smo ga pri nas prvič dokazali leta 2014 v 2,8 %. Ta 
genotip se je pri nas v letu 2015 pojavil v še višjem odstotku (8,9 %) in tako predstavlja 
najpogosteje dokazan redek genotip MLVA. Pred tem so ga že dokazali v Angliji in 
Walesu (Chalker in sod., 2011), na Kitajskem (Qu in sod., 2013; Zhao in sod., 2013; Ho 
in sod., 2015; Xue in sod., 2018), Japonskem (Suzuki in sod., 2017), Tajskem (Whistler 
in sod., 2017) in Avstraliji (Xue in sod., 2014). Relativno razširjen je tudi genotip MLVA-
4,6,7,2, ki so ga opisali v azijskih deželah (Suzuki in sod., 2017), Evropi (Chalker in sod., 
2011; Pereyre in sod., 2012a; Pereyre in sod., 2012b) in tudi v Ameriki (Diaz in sod., 
2015a; Diaz in sod., 2015b). Podobno velja za genotip MLVA-4,5,6,2, ki ga je mogoče 
zaslediti v Evropi (Pereyre in sod., 2013), Ameriki (Diaz in sod., 2015a) in Aziji (Qu in 
sod., 2013; Xue in sod., 2014; Suzuki in sod., 2017). Zadnji od redkih MLVA tipov, ki 
pa je vendarle razširjen po celem svetu, je MLVA-4,4,7,2, saj zanj obstajajo opisi v 
Evropi (Pereyre in sod., 2012a), Ameriki (Diaz in sod., 2015b) in Aziji (Qu in sod., 2013; 
Zhao in sod., 2013). Za genotip MLVA-5,5,7,2 smo reference našli le v Aziji (Yan in 
sod., 2014; Ho in sod., 2015). Morda se je pojavil tudi v Ameriki, vendar profil MLVA 
ni bil popoln, saj avtorji raziskave niso uspeli določiti števila ponovitev lokusa Mpn16 in 
tako izolat opredelili kot MLVA-5,5,7,0 (Diaz in sod., 2015a). Genotip MLVA-3,5,6,3 
smo v dostopni literaturi do sedaj našli le v raziskavi iz Rusije, kjer so proučili manjši 
izbruh v mestih Ozeriniy in Duchovshina. Tudi v tem primeru je bil poglavitni 
povzročitelj tip MLVA-3,5,6,2 in MLVA-3,5,6,3 je predstavljal le manjšino vzorcev 
(5/32) (Edelstein in sod., 2013). Novega, do sedaj še neopisanega tipa MLVA tako nismo 
našli. 
 
Ker nas je zanimala še morebitna korelacija med genotipi MLVA in tipom P1 smo iz 
naših rezultatov ugotovili, da se določeni genotipi MLVA z nekaj izjemami vedno 
pojavljajo znotraj enega ali drugega tipa P1. Čeprav so izolati z genotipom MLVA-4,5,7,2 
v 99,4 % (520/523) spadali v P1 tip 1, smo pri ostalem 0,6 % (3/523) zaznali P1 tip 2. 
Podobno pri MLVA-3,5,6,2, ki so v 98,8 % (160/162) kazali P1 tip 2 smo pri 1,2 % 
(2/162) izolatov zaznali P1 tip 1. Tako lastnost smo našli še pri enem od redkejših 
genotipov MLVA; MLVA-4,6,7,2. Pri tem genotipu smo dokazali 5 izolatov (83,4 %) P1 
tipa 1 in en izolat (16,6 %) P1 tipa 2. Pri genotipih MLVA-4,5,7,2 in MLVA-3,5,6,2 so 
tovrstno lastnost opazili že raziskovalci, ki so shemo MLVA razvili (Degrange in sod., 
2009), kot tudi raziskovalci iz Kitajske (Zhao in sod., 2013). Iz naših rezultatov, kot tudi 
rezultatov drugih raziskovalcev, je vidno še eno zanimivo dejstvo. Izgleda, da je glede na 
profile MLVA bolj heterogen P1 tip 1 kot P1 tip 2. V P1 tip 2 se v glavnem uvrščata le 
MLVA-3,5,6,2 in MLVA-3,6,6,2, dočim v P1 tip 1 spadajo praktično vsi ostali dokazani 
redki genotipi MLVA. 
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Pri bolniku, za katerega smo dokazali sočasno okužbo s P1 tipom 1 in 2, smo tudi z 
metodo MLVA ugotovili mešanico genotipov MLVA-4,5,7,2 in MLVA-3,5,6,2. Druge 
sočasne okužbe z kombinacijo genotipov MLVA, ki jih z metodo P1 ne bi mogli 
napovedati (sočasna okužba z dvema genotipoma, ki sodita v P1 tip 1 ali P1 tip 2) nismo 
opazili. Med dostopno literaturo objave o okužbi bolnika z dvema različnima genotipoma 
MLVA v tem trenutku nismo našli. 
 
Tudi z uporabo bolj diskriminatorne genotipizacijske metode dokončnega odgovora o 
mehanizmu, ki omogoča takšno ciklično pojavljanje epidemij okužb z M. pneumoniae 
kot se ga opaža po celem svetu še vedno nimamo. Tudi korelacija krožečih MLVA tipov 
z pojavljanjem epidemij ni prinesla boljše razlage o vzrokih za ciklično ponavljanje na 3 
do 7 let. Najverjetneje tudi zato, ker se je izkazalo, da se genotipi MLVA ujemajo s tipom 
P1.  Predvidevamo lahko, da gre za kombinacijo spreminjanja prevladujočega genotipa 
M. pneumoniae ter staranjem populacije ljudi. Ko se zgodi epidemija okužb z 
M. pneumoniae se pri ljudeh pojavi zaščitna imunost do v tistem obdobju prevladujočega 
podtipa M. pneumoniae in nadaljnje širjenje trenutne genetske različice te bakterije ni več 
zlahka omogočena. V populaciji se prične počasi večati število druge genetske različice 
M. pneumoniae, ki te ljudi še lahko okuži. Ta generacija ljudi služi kot rezervoar 
M. pneumoniae dokler se ne pojavi nova, imunsko naivna populacija otrok, pri katerih pa 
se lahko M. pneumoniae neovirano hitro širi in povzroči novo epidemijo. Še sodobnejše 
metode kot so WGS bodo v prihodnosti morda omogočile dodatno razjasnitev tega 
fenomena. 
 
Je pa na podlagi do sedaj pridobljenih rezultatov raziskav jasno, da večje epidemije, ki 
zajemajo države, kontinente ali celo cel svet niso posledica razširitve enega klona 
M. pneumoniae temveč poliklonskega izvora s povečanjem v številu okužb z genotipi 
MLVA-4,5,7,2, MLVA-3,5,6,2 in MLVA-3,6,6,2, ki jih spremljajo še drugi, manj pogosti 
genotipi.  
 
Omejitev tega dela raziskave je tipizacija samo izolatov M. pneumoniae. Vendar pa 
predvidevamo, da se rezultat ne bi bistveno spremenil. To sklepamo iz rezultatov 
tipizacije na podlagi gena za beljakovino P1, saj smo M. pneumoniae tipizirali iz izolatov 
in direktno iz kužnine ter opazili, da končni rezultat ni bil drugačen. Obstaja pa možnost, 
da bi v primeru tipiziranja z metodo MLVA, tudi direktno iz kužnin, naleteli na še kakšen 
redek genotip MLVA. 
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5.3 PATOGENEZA IZBRANIH GENOTIPOV MLVA BAKTERIJE Mycoplasma 
pneumoniae  
Do nastanka simptomov zaradi okužbe z M. pneumoniae pride zaradi kompleksne 
interakcije med bakterijo in gostiteljevim imunskim odzivom. Vemo, da okužba sproži 
odziv tako humoralnega kot celično posredovanega imunskega odgovora. Mikoplazma 
sproži tudi celo vrsto nespecifičnih imunomodulatornih procesov, ki se kažejo bodisi kot 
inhibicija ali poliklonska aktivacija limfocitov B, limfocitov T in naravnih celic ubijalk. 
Opazimo še povišano izražanje receptorjev za citokine na površini celic in aktivacijo 
komplementa. Posledica teh interakcij je bolj ali manj izrazita klinična slika, odstranitev 
bakterije iz telesa ali uspešno izmikanje in vzpostavitev kronične okužbe (Razin in sod., 
1998). Čeprav je iz raziskav in vivo na živalskih modelih znana interakcija med 
M. pneumoniae in specializiranimi imunskimi celicami (Hardy in sod., 2002) so celice 
dihalnega epitelija tiste, ki pridejo prve v stik z bakterijo in se na njeno navzočnost najprej 
odzovejo z izločanjem kemokinov in provnetnih citokinov (Eckmann in sod., 1995).  
 
Podatkov o tem, kako se je M. pneumoniae ob okužbi epitelnih celic sposobna 
razmnoževati, jih poškodovati in pri njih izzvati tvorbo provnetnih citokinov, je zelo malo 
(Yang in sod., 2002; Sun in sod., 2008). Nobenega podatka pa ni o tem, če na te 
sposobnosti tako ali drugače vpliva genotip te bakterije. 
 
V raziskave patogenosti smo vključili 5 genotipov MLVA. Genotipe MLVA-4,5,7,2, 
MLVA-3,5,7,2 in MLVA-3,6,6,2 smo izbrali zato, ker predstavljajo najpogostejše 
genotipe M. pneumoniae, ki so ves čas, ne glede na epidemično ali endemično obdobje 
navzoči v populaciji, tako pri nas kot povsod po svetu. Genotipa MLVA-4,6,7,2 in 
MLVA-5,5,7,2 pa smo izbrali zato, ker sta se pojavila le v času epidemije in nas je 
zanimalo, če je to morda odraz drugačnih patogenetskih lastnosti. 
 
Glavna omejitev tega dela raziskave je uporaba le enega, naključno izbranega izolata za 
posamezen genotip MLVA. Poleg težavnega in dolgotrajnega gojenja M. pneumoniae, 
hitre kontaminacije čistih sevov, slabega preživetja po odmrznitvi kultur in omejene 
količine izhodnega kliničnega materiala, glavni razlog za tak izbor predstavlja cena 
tovrstnih raziskav. Zaradi tega žal nismo morali testirati večjega števila izolatov. 
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5.3.1 Sposobnost razmnoževanja izbranih genotipov bakterije Mycoplasma 
pneumoniae po okužbi celic A459 
Raziskav o dinamiki rasti M. pneumoniae v celični kulturi nismo našli. Raziskavo smo 
tako osnovali na rasti M. pneumoniae v tekočem gojišču (Kannan in sod., 2010). 
Raziskovalci so standardni sev M. pneumoniae S1 gojili z namenom ugotavljanja časovne 
dinamike tvorbe toksina CARDS, pri tem pa ob enem merili tudi razmnoževanje bakterije 
preko celokupne koncentracije mikoplazemskih beljakovin. Pokazali so, da se je bakterija 
prvi dan prilagajala na razmere v gojišču, nato pa eksponentno razmnoževala naslednja 
dva dni in po 72 h dosegla stacionarno fazo. Po skupaj petih dnevih inkubacije (120 h) pa 
pričela počasi propadati. 
 
V naših poskusih smo za izbrane genotipe MLVA M. pneumoniae pripravili inokulum 
2,5 x 105 bakterijskih celic, ki je glede na število celic A549 ustrezal MOI 10. Tak MOI 
smo izbrali zaradi načrtovane dolžine poskusa (10 dni), da ne bi zaradi okužbe z bakterijo 
prehitro prišlo do citopatskega učinka na celice A549 in zato, ker inokuluma po začetni 
inkubaciji nismo sprali. Za slednje smo se odločili, ker smo v pilotskih poskusih ugotovili, 
da se bakterije neenakomerno sperejo in končni rezultati niso bili primerljivi. Iz teh 
poskusov smo ugotovili še, da se v zgodnjih fazah M. pneumoniae pripenja na celico, 
kasneje pa sprošča tudi v supernatant. Posledično smo bakterijsko DNA tekom celotnega 
poskusa merili tako v celičnem peletu kot supernatantu.  
 
Naši rezultati so za vse testirane genotipe MLVA pokazali podoben potek razmnoževanja 
kot so ga prikazali Kannan in sod. (2010) le, da je bil po prvih 24 h prilagajanja bakterije 
na okolje prehod v eksponentno razmnoževanje nekoliko počasnejši. Tudi trajanje 
eksponentnega razmnoževanja je v našem sistemu trajalo dlje, saj so bakterije stacionarno 
fazo dosegle šele po devetih dneh inkubacije. Predvidevamo, da je temu tako, ker v 
umetnem tekočem gojišču bakterijam nudimo idealne pogoje za razmnoževanje in vsa 
potrebna hranila v obilju. V primeru kultivacije s celicami A549 pa je bakterija primorana 
hranila pridobivati iz gostiteljskih celic in za to očitno potrebuje več časa. Noben od 
testiranih sevov ni izstopal ne v času potrebnem za prehod v eksponentno fazo rasti, 
hitrosti razmnoževanja ali maksimalni količini doseženih bakterijskih celic na koncu 
poskusa. Prav tako med testiranimi izolati nismo našli statistično značilnih razlik v 
generacijskem času. Pod temi pogoji rezultati kažejo na od genotipa neodvisno 
sposobnost razmnoževanja in vitro. 
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5.3.2 Citotoksični učinek izbranih genotipov bakterije Mycoplasma pneumoniae na 
celice A549 
Ob interakciji M. pneumoniae z gostiteljsko celico in nastanku tesnega stika, preko 
vezave s pripenjalnim organelom, pride do pojava citopatskih učinkov, zaradi lokalnega 
sproščanja citolitičnih metabolitov (Rottem, 2003). Znano je, da M. pneumoniae po 
tesnem stiku s celico v okolico sprošča vodikov peroksid. Ker bakterija nima superoksid 
dismutaze in katalaze, se ta kopiči in skupaj z gostiteljevi celici lastnimi reaktivnimi 
kisikovimi spojinami poveča oksidativni stres, ki povzroči propad celice (Elkhal in sod., 
2015). Ta se vidi kot nabrekanje celic, strukturna deformacija in nekroza (He in sod., 
2016).  
 
Sun in sod. (2008) so v svoji raziskavi pokazali citotoksičen učinek standardnega seva 
M. pneumoniae M129-B7 (ATCC 29342) preko ROS na celice A549 pri različnih 
multiplicitetah okužbe. Ugotovili so, da pri nizkih multiplicitetah okužbe (MOI do 10), 
okužba na celice A549 v prvih 24 h nima vidnega učinka. Pri višjih MOI pa so ugotovili, 
da viabilnost celic A549 po 24 h pade na vrednosti med 70 in 80 % v primerjavi z 
neokuženimi kontrolnimi celicami. Povezavo med MOI in odstotkom propadlih 
gostiteljskih celic po času zaradi okužbe z M. pneumoniae so dokazali tudi s celicami 
HeLa (Krause in Chen, 1988) in epitelnimi celicami hrčkove traheje (HTE) (Chen in 
Krause, 1988). Zaradi teh ugotovitev smo v naši raziskavi, pri okužbi celic A549 z 
izbranimi genotipi M. pneumoniae, uporabili MOI 100. To nam je omogočilo ustrezno 
razmerje med bakterijami in gostiteljskimi celicami za prikaz citotoksičnega učinka 
znotraj ustreznih časovnih okvirjev poskusa. 
 
Kljub temu se naši rezultati z delom Sun in sod. (2008) le delno ujemajo. Tudi mi smo 
pokazali nedvomen citotoksičen učinek M. pneumoniae na celice A549, a je bilo za 
učinek, ki so ga oni opisali po 24 h pri enakem MOI (70 do 80 % viabilnost celic A549), 
potrebno dva dni več (72 h). Po 24 h inkubacije nismo opazili padca viabilnosti celic pod 
90 % pri nobenem genotipu. Po 48 h, ko so Sun in sod. (2008) za standardni sev 
M. pneumoniae M129-B7 (ATCC 29342) že opisali viabilnost celic A549 med 70 in 
80 %, smo mi zaznali viabilnost med 85 in 95 %, z izjemo genotipa MLVA-5,5,7,2, kjer 
padca viabilnosti sploh še nismo dokazali. Po 72 h inkubacije pa smo opazili take 
vrednosti kot Sun in sod. (2008). V tej točki so statistično značilno razliko, glede na 
kontrolo, pokazala genotipa MLVA-3,6,6,2 in MLVA-4,6,7,2. Izolati ostalih genotipov, 
kot tudi kontroli M129 in FH, so statistično značilno razliko v deležu mrtvih celic A549 
glede na negativno kontrolo dosegli šele po 96 h. Ta rezultat potrjuje tudi morfološko 
opazovanje celic A549, saj pri inkubacijah krajših od 96 h ni bilo videti morfoloških 
sprememb. 
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Na podlagi rezultatov, ki jih imamo na voljo, ne moremo z gotovostjo odgovoriti ali je 
razlog za takšna opažanja posledica delovanja reaktivnih kisikovih radikalov ali tudi 
toksina CARDS, saj le tega nismo merili, ker to ni bil namen raziskave. Želeli smo 
ugotoviti le, če so v citotoksičnosti bistvene razlike med posameznimi genotipi MLVA 
česar pa nismo dokazali. 
 
5.3.3 Imunski odziv celic A549 na okužbo z izbranimi genotipi bakterije Mycoplasma 
pneumoniae  
Imunski odziv na okužbo z M. pneumoniae je v središču pozornosti tako in vitro 
(Kazachkov in sod., 2002; Broaders in sod., 2006) kot in vivo (Tanaka in sod., 2002) 
raziskav že kar nekaj časa, saj se je ugotovilo, da igra zelo pomembno vlogo pri poteku 
bolezni in pojavu lokalnih ali sistemskih simptomov (Sanchez-Vargas in Gomez-Duarte, 
2008). Aktivacijo in tvorbo številnih citokinov so raziskovalci pokazali pri perifernih 
krvnih levkocitih (Kita in sod., 1992), limfocitih (Simecka, 2013), monocitih/makrofagih 
(Yang in sod., 2003; Broaders in sod., 2006) in mastocitih (Hsia in sod., 2012). 
Prirojenemu imunskemu odzivu epitelnih celic, ki predstavljajo prvi kontakt z bakterijo, 
pa se je do sedaj posvetila le ena raziskava (Yang in sod., 2002). Raziskovalci so 
ugotovili, da te celice igrajo pomembno vlogo pri začetku imunskega odziva z izločanjem 
provnetnih citokinov. 
 
Na osnovi njihovih rezultatov sklepajo, da lokalni signal privabi monocite in limfocite, 
ki imunski odziv vodijo v kasnejšem poteku okužbe. Po okužbi celic A549 s standardnim 
sevom M. pneumoniae FH (ATCC 15531) so z merjenjem beljakovin in mRNA pokazali 
povišano izločanje IL-1β, IL-8 in TNF-α. Za IL-1β so ugotovili še, da je količina mRNA 
pričela naraščati takoj po okužbi in že po 1 h inkubacije presegla vrednosti pri kontroli. 
Količina mRNA se je večala vseh 24 h do zaključka poskusa. Zanimivo pa molekule IL-
1β v supernatantu okuženih celic niso zaznali. Ugotovili so, da je IL-1β ostal znotraj celic 
v obliki nedozorelega 31-kDa velikega prekurzorja. Za IL-8 so ugotovili nekoliko 
počasnejši, a zelo buren odziv. Količina je pričela naraščati 8 h po okužbi in v 24 h v 
supernatantu celic dosegla vrednosti >1000 pg/ml. Za TNF-α so dokazali povišane 
količine mRNA med prvo in 7 h po infekciji za tem pa nič več. Skladno s tem so tudi v 
supernatantu kulture dokazali molekulo TNF-α, katere količina se po začetnem porastu 
ni več povečevala temveč rahlo zmanjševala. V njihovih poskusih povišane količine 
mRNA in posledično molekule v supernatantu IL-6 ali IFN-γ niso dokazali (Yang in sod., 
2002). 
 
Naši rezultati za IL-1β sovpadajo z rezultati Yang in sod. (2002). V supernatantu celic 
A549, ki smo jih okužili z izbranimi genotipi MLVA M. pneumoniae, v prvih petih dneh 
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inkubacije nismo dokazali IL-1β (celice so bile morfološko ves čas normalne). Po 10 
dnevih, ko so se celice zaokrožile in odstopile od podlage, pa smo pri vseh genotipih 
zaznali do 3 x večjo količino molekule IL-1β, glede na vrednosti prejšnjih časovnih 
intervalov in do 2 x večjo, glede na negativno kontrolo. Predvidevamo, da se je IL-1β, ki 
se je tekom prvih dni inkubacije akumuliral znotraj celic. To sklepamo na podlagi 
raziskave Yang in sod., 2002, ki so ugotovili, da se že v eni uri po okužbi celic A549 z 
M. pneumoniae v njih prične tvoriti mRNA za IL-1. S pomočjo imunofluorescenčne 
mikroskopske tehnike so dokazali še, da se mRNA tudi prepisuje v beljakovino, ki pa se 
iz celic ne izloči. Zaradi teh ugotovitev menimo, da smo zato citokin v supernatantu 
dokazali šele po razpadu celic. Podobno akumulacijo IL-1β znotraj celic so opazili tudi 
pri okužbi človeških gingivalnih celic z bakterijo Actinobacillus actinomycetemcomitans 
(Uchida in sod., 2001). Nasprotno pa so dokazali pri okužbi človeških krvnih monocitov 
U937 z M. pneumoniae. Ugotovili so, da se IL-1β ves čas sprošča iz celic (Yang in sod., 
2003). Če upoštevamo še, da je pri ostalih tipih celic, ki so sposobne tvorbe IL-1β njegovo 
sproščanje povezano s poškodbo celic (Hogquist in sod., 1991), lahko sklepamo, da je 
verjetno tak način sproščanja IL-1β iz celic A549, ob okužbi z M. pneumoniae, najbrž del 
časovne uskladitve signalov za razvoj kasnejšega odziva na okužbo. 
 
Za IL-6 so Yang in sod. (2002) ugotovili, da se pri okužbi celic A549 z M. pneumoniae 
v prvih 24 h ne aktivira niti transkripcija gena niti translacija mRNA v beljakovino. Naši 
rezultati se s temi opažanji ujemajo, saj v prvih 48 h v supernatantu okuženih celic nismo 
opazili večje količine IL-6 kot pri kontroli. Po tem pa smo opazili hiter skok v količini 
IL-6 in postopno naraščanje do konca poskusa pri vseh testiranih genotipih, razen 
MLVA-3,5,6,2. Celice, okužene s tem genotipom, IL-6 niso tvorile. V primerjavi z 
neokuženo kontrolo so bile vrednosti IL-6 celo nižje.  
 
Najmočnejši odziv celic A549 na okužbo z izbranimi genotipi M. pneumoniae smo 
dokazali pri IL-8. Tako kot Yang in sod. (2002) smo povečane količine IL-8, v primerjavi 
z neokuženo kontrolo v supernatantu okuženih celic A549, opazili že v prvi časovni točki. 
Količina IL-8 je do konca poskusa konstantno naraščala in v primerjavi z negativno 
kontrolo dosegla zelo visoke vrednosti. Podobno izjemo kot pri IL-6 predstavlja tudi pri 
IL-8 genotip MLVA-3,5,6,2. Celice so se sicer odzvale s tvorbo IL-8, vendar je bila 
količina, po 10 dnevih inkubacije, v primerjavi z ostalimi genotipi, za polovico manjša. 
Nedvomno je IL-8 ključnega pomena pri začetnem odzivu celic A549 na okužbo z 
M. pneumoniae ne glede na genotip bakterije. 
 
Sprememb v tvorbi IFN-γ ob okužbi celic A549 z različnimi genotipi M. pneumoniae 
nismo dokazali. Do enakih zaključkov so prišli tudi Yang in sod. (2002). Ta opažanja so 
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nekoliko presenetljiva, saj so povišane vrednosti IFN-γ drugi raziskovalci  dokazali tako 
v serumu kot v BAL poskusnih živali (Pietsch in sod., 1994; Opitz in sod., 1996). Na 
podlagi tega lahko sklepamo le, da mora biti izvor povišanih vrednosti IFN-γ pri okužbi 
z M. pneumoniae kasneje v poteku razvoja imunskega odziva. 
 
Yang in sod. (2002) so dokazali hitro aktivacijo TNF-α že nekaj ur po okužbi celic A549 
z M. pneumoniae v obliki povišanih vrednosti mRNA za TNF-α. Količina beljakovine v 
supernatantu je časovno korelirala pojavu mRNA nato pa počasi upadala. V našem 
poskusu pri tvorbi TNF-α nismo zaznali razlik med okuženimi in neokuženimi celicami. 
Možno je, da smo zaradi časovnih intervalov zamudili obdobje, ko se pri okuženih celicah 
TNF-α poveča, vendar bi tudi v tem primeru morale biti vrednosti v vseh naslednjih 
časovnih intervalih večje od tistih pri neokuženih celic. Na podlagi dostopnih rezultatov 
ne moremo razložiti tega pojava.  
 
Zaključimo lahko, da na podlagi naših rezultatov sicer ne moremo sklepati na biološki 
učinek teh opažanj, vendar pa vidimo, da obstaja verjetnost vpliva genetskih lastnosti 
M. pneumoniae na potek imunskega odziva. Te lastnosti ne moremo zagotovo povezati s 
celotnim genotipom MLVA-3,5,6,2, saj smo testirali le en naključno izbran sev. Prav tako 
je vprašanje, če metoda MLVA sploh korelira s patogenostjo sevov M. pneumoniae. 
Glede na to, da pri ostalih genotipih nismo opazili razlik, posledično obstaja verjetnost, 
da ni najbolj primerna za tovrstne napovedi. H končnemu izidu okužbe z M. pneumoniae  
zagotovo velik del prispeva tudi delovanje imunskega sistema vsakega posameznika. 
Nedvomno bo potrebno še veliko raziskav za boljše razumevanje morebitne povezave 
med genetsko različico bakterije, gostiteljevim imunskim sistemom in izraženo klinično 
sliko. 
 
Naša raziskava je prva v Sloveniji, s katero smo, v daljšem časovnem obdobju in po spolu 
ter starosti bolnika, pregledali pojavnost okužb z M. pneumoniae. Prav tako je prva v 
Sloveniji, s katero smo rezultate genotipizacije M. pneumoniae z dvema metodama, 
povezali s pojavnostjo okužb. Nazadnje je raziskava prva v svetu, v kateri smo za izbrane 
genotipe MLVA ugotavljali sposobnost razmnoževanja v celični kulturi epitelnih celic 
A549, proučevali citotoksični učinek nanje ter merili imunski odziv s citokini IL-1β, IL-
6, IL-8, TNF-α in IFN-γ. Rezultati naloge prispevajo k boljšemu razumevanju pojavnosti 
okužb z M. pneumoniae v Sloveniji in pokažejo na razliko v imunskem odzivu z IL-6 in 
IL-8 v in vitro pogojih v odvisnosti od genetske različice M. pneumoniae. 
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6 SKLEPI 
a.) Ugotovili smo, da je na področju Slovenije, v obdobju med januarjem 2006 in 
decembrom 2015, prišlo do dveh epidemiji okužb dihal povzročenih z bakterijo 
M. pneumoniae. Prva od maja 2010 do februarja 2011 in druga od maja 2014 do 
februarja 2015. Dokazali smo še, da se je v letu 2013, tik pred izbruhom druge 
epidemije, zamenjal prevladujoči tip P1 M. pneumoniae iz P1 tipa 2 na P1 tip 1. 
 
b.) Z metodo MLVA smo zaznali 9 različnih genotipov M. pneumoniae. Izmed teh so 
bili tipi MLVA-4,5,7,2; MLVA-3,5,6,2; MLVA-3,6,6,2 stalno navzoči in skupaj 
predstavljali 95,2 % vseh tipiziranih izolatov. Ostali dokazani tipi (MLVA-4,5,7,3; 
MLVA-4,4,7,2; MLVA-4,6,7,2; MLVA-5,5,7,2; MLVA-4,5,6,2 in MLVA-3,5,6,3) 
so se pojavili večinoma v času epidemij in po njih izginili ali pa se ohranili v zelo 
nizkem odstotku.  
 
c.) Med petimi testiranimi genotipi MLVA (MLVA-4,5,7,2; MLVA-3,5,6,2; MLVA-
3,6,6,2; MLVA-4,6,7,2 in MLVA-5,5,7,2) nismo zaznali razlik v sposobnosti 
razmnoževanja po okužbi celic A549 in vitro pri faktorju MOI 10. Prav tako med 
testiranimi genotipi M. pneumoniae nismo ugotovili statistično pomembnih razlik v 
citotoksičnosti pri faktorju MOI 100. 
 
d.) Ugotovili smo, da se celice A549 pri tvorbi provnetnih citokinov, kot odzivu na 
okužbo z M. pneumoniae, ne odzovejo z izdelovanjem citokinov TNF-α in IFN-γ, 
temveč samo z izdelovanjem IL-1β, IL-6 in IL-8. Razen pri sevu tipa MLVA-3,5,6,2 
razlik v tvorbi citokinov nismo zaznali. Pri tem sevu smo opazili zavrto tvorbo 
citokina IL-6 ter statistično značilno manjšo količino citokina IL-8 glede na ostale 
testirane genotipe, kar nakazuje na morebiten vpliv genetske različice 
M. pneumoniae na odziv gostiteljskih celic. 
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7 POVZETEK 
7.1 POVZETEK 
Mycoplasma pneumoniae je ena izmed najmanjših bakterij, tako po velikosti celice kot 
genoma. Kljub svoji na videz genetski in biološki preprostosti pa je sposobna povzročiti 
izredno širok spekter obolenj. Najpomembnejše so okužbe dihal, ki pa se klinično lahko 
kažejo od hudih oblik, ki zahtevajo bolnišnično oskrbo bolnika, preko blažjih, gripi 
podobnih obolenj, do asimptomatskih oblik. Poleg okužb dihal pa je M. pneumoniae 
občasno moč dokazati še v izven pljučnih okužbah, kjer lahko parazitira različne organe. 
Okužbe z M. pneumoniae se endemsko pojavljajo globalno, vendar se ta  obdobja na 4 do 
7 let prekinejo z epidemijo, ki traja 1 do 2 leti. 
 
Iz opisanih dejstev izhaja osnovna zamisel naše naloge, saj nas je zanimalo kako to, da 
lahko tako preprost organizem povzroča tako širok spekter obolenj in kaže tako pestro 
epidemiološko sliko. Želeli smo ugotoviti, če obstaja povezava med genetsko različico 
M. pneumoniae in incidenco okužb ter ali obstaja povezava med genotipom in patogenezo 
in vitro. 
 
V nalogi smo s pregledom podatkov iz redne strokovne zdravstvene dejavnosti 
Laboratorija KLM v desetletnem obdobju (2006-2015) ugotovili, da je od 12698 vzorcev 
spodnjih in zgornjih dihal bolnikov z RTI, bila DNA M. pneumoniae navzoča pri 1477 
(11,6 %). Razlike v pogostosti okužbe moških ali žensk nismo opazili, smo pa okužbe 
mnogo pogosteje dokazali pri otrocih starih med 5 in 14 let (23,4 % do 30,7 %). Nekoliko 
manj so zbolevali otroci mlajši od 5 let ter osebe med 15. in 40. letom (9,9 % do 13,5 %). 
Najredkeje pa smo okužbo dokazali pri bolnikih starih >40 let, kjer se je delež pozitivnih 
gibal med 1,1 in 4,5 %. Prav tako smo ugotovili, da pojavljanje okužb ni bilo ves čas 
enakomerno. V obdobju med 2006 in 2015 smo zaznali dve epidemiji, ko je delež 
okuženih bolnikov močno narasel preko dolgoletnega povprečja, ki je znašalo 8,4 %. Prva 
epidemija je trajala od maja 2010 do februarja 2011 (19,2 % pozitivnih bolnikov) in druga 
od maja 2014 do februarja 2015 (25,2 % pozitivnih bolnikov). Z genotipizacijsko analizo, 
na podlagi gena za beljakovino P1, smo pokazali, da se je v obdobju 2006 – 2015 
prevladujoči tip M. pneumoniae zamenjal. Od leta 2006 do 2012 je  prevladoval P1 tip 2, 
ki se je po posameznih letih pojavljal med 60 in 80 %. V letu 2013 je sledil hiter preobrat 
in P1 tip 1 je močno izpodrinil P1 tip 2 ter tedaj predstavljal že 67 %. Ta trend se je preko 
epidemije in do konca raziskave nadaljeval, saj smo P1 tip 1 v sledečih letih dokazali med 
70 in 80 %. Z bolj diskriminatorno analizo izolatov M. pneumoniae z metodo MLVA smo 
pokazali, da v vsakem časovnem obdobju v populaciji kroži več različnih genotipov 
MLVA in, da epidemije niso monoklonskega, temveč poliklonskega izvora. Ugotovili 
smo še, da več kot 95 % vseh izolatov spada v tri tipe MLVA, ki se v veliki večini 
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pojavljajo znotraj enega ali drugega tipa P1. Tako je MLVA-4,5,7,2 večinoma povezan s 
P1 tipom 1, MLVA-3,5,6,2 in MLVA-3,6,6,2 pa s P1 tipom 2. Dodatno smo še opazili, 
da izgleda P1 tip 1 bolj genetsko pester od P1 tipa 2, saj so tipi MLVA-4,5,7,3, MLVA-
4,4,7,2, MLVA-5,5,7,2, MLVA-4,5,6,2, MLVA-3,5,6,3 pripadali v P1 tip 1. 
 
Za in vitro poskuse opredelitve patogenosti genotipov MLVA M. pneumoniae smo izbrali 
po enega predstavnika genotipov MLVA-3,5,6,2; MLVA-3,6,6,2; MLVA-4,5,7,2; 
MLVA-4,6,7,2 in MLVA-5,5,7,2. Ugotovili smo, da med testiranimi sevi ni pomembnih 
razlik v sposobnosti razmnoževanja bakterij ob okužbi celic A549. Ne glede na tip 
MLVA, so bakterije potrebovale 48 h, da so se pričele razmnoževati. Sledil je prehod v 
logaritemsko fazo rasti in dosežek platoja po 216 h inkubacije. Podobno nismo opazili 
večjih razlik v citotoksičnosti testiranih tipov MLVA na celice A549. Pri vseh testiranih 
sevih je bilo po 72 h inkubacije živih še okrog 70 % celic A459. Statistično značilno 
razliko v odstotku uničenih celic A549, glede na neokužene, so vsi testirani sevi pokazali 
po 96 h inkubacije. Končno smo merili še količino sproščenih provnetnih citokinov IL-
1β, IL-6, IL-8, TNF-α in IFN-γ v supernatantu okuženih celic A549. Ugotovili smo, da 
se ne glede na testiran tip MLVA, celice ne odzovejo s tvorbo TNF-α in IFN-γ. IL-1β se 
sicer tvori, vendar ne v visokih količinah. Poleg tega se IL-1β nahaja znotrajcelično in ga, 
dokler celice niso razpadle zaradi naravnega poteka okužbe z M. pneumoniae, v 
supernatantu nismo zaznali. Kar se tiče IL-6 smo ugotovili, da pojav le tega v 
supernatantu okuženih celic sovpada z začetkom razmnoževanja M. pneumoniae. Prvih 
48 h po okužbi v supernatantu nismo zaznali količin IL-6, ki bi presegale negativno 
kontrolo. Od 72 h dalje pa je količina pričela strmo naraščati pri vseh testiranih tipih 
MLVA, razen pri MLVA-3,5,6,2. V tem primeru rezultati nakazujejo celo na inhibirano 
tvorbo IL-6. Za IL-8 pa smo ugotovili, da se najbolj burno in najbolj zgodaj prične 
sintetizirati in sproščati v supernatant. Že po 6 h okužbe smo v supernatantih okuženih 
celic zaznali do 6 x več IL-8 kot pri neokuženih. Trend se nadaljuje in po 10 dnevih 
inkubacije doseže velike količine v supernatant sproščenega IL-8 (>6000 pg/mL). 
Podobno izjemo kot pri IL-6 smo tudi pri IL-8 opazili za sev tipa MLVA-3,5,6,2. IL-8 se 
je tvoril, vendar v statistično značilno manjši količini kot pri ostalih testiranih tipih 
MLVA. 
 
Vsi rezultati skupaj podpirajo teorijo, da je sprememba poglavitne krožeče genetske 
različice M. pneumoniae morda vzrok za ciklično pojavljanje epidemij. Dodatno se kaže, 
da so se bakterije M. pneumoniae sposobne razmnoževati in uničevati gostiteljske celice 
podobno, ne glede na njihovo genetsko različico. Izgleda pa, da je imunski odziv na 
M. pneumoniae glede na njeno genetsko različico lahko drugačen. Če to velja za 
posamezen tip MLVA v celoti, na podlagi naše raziskave ni mogoče zaključiti. Potrebne 
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bodo še številne raziskave za boljše razumevanje povezave med genotipom in patogenezo 
M. pneumoniae. 
 
7.2 SUMMARY 
Mycoplasma pneumoniae is one of the smallest known bacteria both by cell size and 
genome length. Although the number of its genes is supposed to be the essential minimum 
for self-replication, it is implicated in a wide variety of clinical presentations. The 
bacterium is most commonly the agent of respiratory tract infections which can be 
presented from severe pneumonia requiring hospitalisation, mild, flu like symptoms or 
asymptomatic with no clinical signs. Rarely, extrapulmonary complications involving the 
skin, cardiovascular, musculoskeletal, and nervous system may occur. Such 
manifestations are a consequence of either direct local effects after bacterial 
dissemination through the body or indirect effects as a consequence of autoimmune 
reactions. The bacterium is transmitted by respiratory droplets through close contact with 
an incubation period from 1 to 3 weeks. It’s endemically present all over the world with 
cyclic epidemic outbreaks on every 4 to 7 years that last from 1 up to 2 years. 
 
From afore mentioned properties of this microorganism the basic idea for this dissertation 
was derived. We were intrigued how such a genetically simple organism can show such 
complex epidemiological and pathological properties. The goal of this study was to assess 
the epidemiological pattern of M. pneumoniae respiratory infections in Slovenia during a 
10-year study period (2006-2015) and to investigate if a genotype change can be observed 
and possibly linked to the emergence of cyclic epidemics. Finally the in vitro pathogenic 
potential of several genotypes was investigated in order to shed some light on putative 
genotype - clinical symptoms correlation. 
 
With the analysis of routine diagnostics laboratory data from the Laboratory for the 
detection of Intracellular Bacteria (Institute of Microbiology and Immunology, Faculty 
of Medicine, University of Ljubljana) during a 10 year period (January 2006 – December 
2015) we found out that from 12,698 patients with respiratory tract infections which were 
tested for the presence of M. pneumoniae DNA, 1,477 (11.6 %) were positive. We did 
not find any difference in the frequency of infection between men and women. However, 
we did notice that the infection was much more common in children between 5 and 14 
years of age (23.4 % - 30.7 %) than in infants and younger children up to 5 years of age 
(9.9 %), adolescents and adults up to 40 years of age (13.5 %) and elders (1.1 % - 4.5 %). 
Additionally we found that the rate of positive patients was not constant during time. 
Between 2006 and 2015 we observed two epidemic periods when the incidence of cases 
was significantly higher than the total average of 8.4 %. The first epidemic was detected 
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from May 2010 to February 2011 (19.2 % positive patients) and the second one from May 
2014 to February 2015 (25.2 % positive patients). The results from P1 genotyping with 
the use of pyrosequencing showed that the dominating P1 type shifted during the time 
period included in the study. In the beginning of the selected time period (2006 – 2012) 
P1 type 2 was dominant and represented between 60 to 80 % of all cases. In 2013 we 
observed a change and P1 type 1 became more frequent (67 %). This trend continued 
during the second epidemic and to the end of the study (2015) when we found P1 type 1 
in 80 % of patients. The more discriminatory genotyping method MLVA further revealed 
that several genotypes are present in the population all the time and that both epidemics 
were of polyclonal origin. All together we detected nine MLVA types from which three 
(MLVA-3,5,6,2; MLVA-3,6,6,2 and MLVA-4,5,7,2) were constantly present during the 
time of the study and represented more than 95 % of all isolates. Other rarely detected 
MLVA types (MLVA-4,5,7,3; MLVA-4,4,7,2; MLVA-4,6,7,2; MLVA-5,5,7,2; MLVA-
4,5,6,2 and MLVA-3,5,6,3) mostly appeared in the time of epidemics and disappeared or 
persisted in a very low rate. Furthermore, we found that P1 type 1 was genetically more 
heterogeneous than P1 type 2 and that respective MLVA types mostly correlate to P1 
type. Genotypes MLVA-4,5,7,3; MLVA-4,4,7,2; MLVA-5,5,7,2, MLVA-4,5,6,2 in 
MLVA-3,5,6,3 were always found to belong to P1 type 1 and MLVA-3,6,6,2 was always 
found to belong to P1 type 2. The genotypes MLVA-4,5,7,2 and MLVA-4,6,7,2 were in 
99.4 % and 83.4 % of isolates associated with P1 type 1. Similarly, MLVA-3,6,6,2 
isolates were found to belong to P1 type 2 in 98.8 %. Such discrepant isolates were also 
found by other researchers but the mechanism underlying these phenomena has not been 
investigated yet. In one patient we showed a simultaneous double infection with both P1 
types which corresponded accordingly to MLVA types (MLVA 4,5,7,2 + MLVA-
3,5,6,2).  
 
In addition to the two standard M. pneumoniae stains M129 and FH we have randomly 
selected one isolate from five MLVA genotypes (MLVA-3,5,6,2; MLVA-3,6,6,2; 
MLVA-4,5,7,2; MLVA-4,6,7,2 and MLVA-5,5,7,2) for in vitro pathogenicity 
experiments. We could not detect any significant differences in the growth dynamics of 
respective isolates after A549 cells infection at MOI 10. Irrespective to MLVA type, the 
bacteria started to exponentially multiply after 48 h and reached the plateau with 
comparable numbers of cells after 216 h of incubation. Similarly, we did not observe any 
significant difference in the cytotoxicity of respective MLVA types. At MOI 100 all 
tested isolates required 96 h of incubation to reach a statistically significant portion of 
killed host cells compared to uninfected controls. Cell damage was also observed 
morphologically as rounding of cells and detachment from surface. Finally, we measured 
the amount and time dynamics of released cytokines IL-1β, IL-6, IL-8, TNF-α and IFN-
γ in the supernatant of infected A549 cells at MOI 10. Irrespective of MLVA type, we 
did not observe any production of TNF-α or IFN-γ. IL-1β was synthesised in small 
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amounts and remained located intracellularly therefore it was not detected in the 
supernatant until the cells started to decay (>120 h of incubation). The detection of 
statistically significant amounts of IL-6 in the supernatant was observed in correlation to 
growth of bacteria. For the first 48 h of incubation no increase of IL-6 in the supernatant 
of infected cells was observed in comparison to uninfected controls. After 72 h the amount 
of extracellularly released IL-6 started to steeply rise for all tested genotypes except 
MLVA-3,5,6,2. In this case the release of IL-6 seemed to be actually inhibited as levels 
were even lower than in uninfected controls. We observed IL-8 to be the earliest cytokine 
to be released in the supernatant after infection of host cells A549. As early as 6 hours 
after infection the amount of released IL-8 in the supernatant was statistically 
significantly higher than in uninfected controls. The trend continued during all the 
experiment and after 10 days of incubation the levels of IL-8 reached >6000 pg/mL. Like 
for IL-6, the tested MLVA-3,5,6,2 isolate was an exception. Although IL-8 was produced 
in the cells infected with this genotype, the amount was roughly half less than for other 
tested isolates. 
 
Our results revealed that in Slovenia M. pneumoniae respiratory infections follow a 
similar epidemiologic pattern as elsewhere. Also, based on our results, the type shift 
theory seems to be the fuelling agent of cyclic epidemics as the dominating genotype 
changed just before the second epidemic. Additionally it would seem that the growth 
dynamic and cytotoxicity of M. pneumoniae to hosting cells is independent to genotype. 
However, the early immune response looks like to be to some extent dependent on the 
genetic properties of infecting M. pneumoniae strain. Unfortunately the in vivo effect of 
these observations cannot be speculated based on our work. Additional research is needed 
to shed more light on M. pneumoniae genotype – clinical symptoms relation. 
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